PCT/AT00/G0040 



PA i nNT COOPERATION TREATY 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 



To: 



Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 



Date of mailing (day/month/year) 
06 October 2000 (06.10.00) 


in its capacity as elected Office 




International application No. 

PCT/ATO0/00040 - - - - ~ - - . . _ 


Applicant's or agent's file reference 
R 36247 


International filing date (day/month/year) 
17 February 2000(17.02.00) 


Priority date (day/month/year) 

18 February 1999(18.02.99) 


Applicant 

ALTMANN, Friedrich 
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Anrneldung Nr. 


Zeichsn 


Datum 


00 904 677.2-1212' ' 


R 36247 


13.01.2003 


Anmeider/Patentlrfiahfir 






Altmann p Friedrich 







Bescheid gem§!3 Artikel 96(2) EPO 



Die PrQfung der obengenannten Anrneldung hat ergeben, daf3 sie den Erfordernissen des Europ&schen 
Patentubereinkommens aus den beigefugten Grunden nicht genugt. Werden die genannten Mangel nicht 
behoben, so kann die Anrneldung nach Artikel 97(1) EPU zuruckgewiesen werden. 

Sie werden aufgefordert, innertialb einer Frist 



von 4 Monaten 



gerechnet von der Zustellung dieses Bescheides, lhre Steilungnahme einzureichen und die angefuhrten 
M&ngel, soweit diese behebbar sind, zu beseitigen. Die Frist berechnet sich nach den Bestimmungen der 
Regeln 78(2), 83(2) und (4) EPU. 

Anderungen zur Beschreibung, zu den Anspruchen und den Zeichnungen sind innerhalb der genannten Frist 
in einem Exemplar auf gesonderten Blattem (Regel 36(1) EPO) einzureichen. 

Unterlassen Sie es, auf diese Aufforderung rechtzeitig zu antworten, so gilt die europSische 
Anrneldung a Is zuruckgenommen (Artikel 96(3) EPO). 




MACCHIA Q 

Beauftragter Prufer 

fGr die Prufungsabteilung 

Anlage(n): 5 Seite/ruGrQnde (Form 2906) 

The Journal ot Biological Chemistry, 1998, 273 (41): 26729-26738, 
The Journal ol Biological Chemistry, 2001, 276 (30): 28058-28067. 



Eins hreiben 
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B^eheld/Protokoll (Anlage) ComrTiunicatton/Minutes (Annex) NotHIeaflonffrocte-verbal (Annexe) 

13.01.2003 Iheer 1 ^^No, 00 904 677 . 2 



Date 



Feusne . Demande n*; 



Der Prufung werden folgende Anmeldungsunterlagen zugrunde gelegt; 
In der Fassung fur dfe Vertragsstaaten: 

AT BE CH LI CY DE DK ES Fl FR GB GR IE IT LU MC NL PT SE 
Beschreibung, Seiten: 
_1-*2 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.; 

1 -26 eingegangen am 25.1 1 .2002 mit Schreiben vom 19.11 .2002 



Zeichnungen, Blatter: 

1/16-16/16 ursprungliche Fassung 

Folgende Dokumente (D7, D8) werden gemalB den Richtlinien C-VI, 8.9 vom Prufer 
eingefuhrt Sie sind dem Bescheid als Anlage beigefugt. Die Numerierung wird auch im 
weiteren Verfahren beibehalten: 

J D7: KUDO T. et al.: ' Expression cloning and characterization of a novel murine a1 ,3- 
fucosyltransferase, mFuc-TlX, that synthesizes the Lewis x (CD15) epitope in 
brain and kidney THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 9- Oktober 
1998, Band 273, Nr. 41 , Seiten 26729 - 26738; 

FABINI G. et aL: ' Identi fication of core a1 ,3-fuco sylated glycans and cloning of _ 
the requisite fucosyltransferase cDNA from Drosophila melanogaster', THE 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 27. Juli 2001, Band 276, Nr. 30, 
Seiten 28058 - 28067. 

Die mit Schreiben vom 19.1 1.2002 eingereichten Anderungen erfullen die Erfordernisse 
des Artikels 123(2) EPU. 

Die mit Schreiben vom 19.1 1 .2002 eingegangenen Bemerkungen des Anmelders 
wurden zur Kenntnis genommen. _ 
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Besoneld/Protokoll (Anlage) 



Communication/Minutes (Annex) 



Notlflcadon/Proces-verba) (Annexe) 



Datum 
- Date 
Date - 



13.01.2003 



Blatt 

Sheet 

Feuille 



2 



Application No.: 00 904 677.2 



Artikel 54 EPU 

1). Die Bemerkungen unter Punkt 1) des vorherigen Bescheids treffen auf die 
geanderten Anspruche nicht mehr zu. 

2.1) . Dokument D7 offenbart ein DNA-Molekul, das die folgende Sequenz 
- " TATCCAGTGGAAQQCGAGGGTTTG u aufweist (D7: Seite 26731). 

Diese Sequenz ist 80% identisch, im Bereich von Baseripaar (bp.) 5 bis bp. 24. 
mit der SEQ ID NO:1 der vorliegenden Anmeldung, im Bereich von bp. 1446 bis 
bp. 1465. Daher fallt dieses DNA-Molekul unter das Ziel des Anspruchs 6. 
Dieses oben genannte DNA-Molekul wurde in einem Verfahren zur Isolierung 
eines Gens (mFucTIV), das fur eine a1 ,3-Fucosyltransferase kodiert, verwendet. 
Daher fallt dieses Gen B mFucTIV " unter das Ziel des Anspruchs 26. 
In dieser Hinsicht mu(3 man bemerken, dafl der Ausdruck " vorzugsweise u in 
Anspruchen 6 und 26 miBverstandlich und vage ist und keine Beschrankung des 
Schuteumfangs des Patentanspruchs bewirkt (Richtlinien, C-lll, 4.6), 

2.2) . Mit Rucksicht auf diese Grunde, steht Dokument D7 dem Gegenstand der 

Anspruche 6 und 26 der vorliegenden Anmeldung neuheitsschadlich entgegen 
(Artikel 54 EPU). 

Artikel 56 EPU 

3). Die Bemerkungen unter Punkten 2.1)-2.5) des vorherigen Bescheids werden 
nicht beibehalten. 



Artikels 83 und 84 EPU 



4). Die Bemerkungen unter Punkt 3) des vorherigen Bescheids (siehe Punkt VIII, 
Abschnitt 2) des intemationalen vorlaufigen Prufungsbericht) werden nicht 
beibehalten. 
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BescheW/Prototoll (Anlage) CoiwnunlcatiOfVMInutes (Annex) NotJflcatlon^roo^vefbal (Annexe) 

13.01.2003 IS^t . 3 A^onNo.: 00 904 677.2 



Date 



Fertile. Demande n": 



5.1). Der geltende Patentanspruch 1 (insofern erein DNA-Molekul, das zumindest 50% 
Homologie zur Sequenz gemaB SEQ ID NO:1 betrifft) bezieht sich auf eine 
unverhaltnismaBig groBe Zahl moglicher DNA-Molekule, die durch die folgenden, 
erstrebenswerten Eigenheiten oder Eigenschaften, namlich daB diese Sequenzen 
fur ein pflanzliches Protein mit einer Fucosyttransferase-Aktivitat kodieren oder 
dazu komplementSr sind, charakterisiert werden. 

Der Patentanspruch umfaBt daher alle DNA-Molekule mit der oben genannten 

50% Homologie, die diese Eigenheiten oder Eigenschaften aufweisen, - 

wohingegen die Patentanmeldung durch die Beschreibung im Sinne von Artikel 84 

EP0 nur fur eine begrenzte Zahl solcher Produkte StQtzung liefert. 

In der Tat, offenbart vorliegende Anmeldung nur die Sequen2 gemaB SEQ ID 

NO:1. 

In dieser Hinsicht, ist die Prufungsabteilung der Meinung, daB der Fachmann mit 
Hilfe der Beschreibung der vorliegenden Anmeldung, eine groBe Zahl moglicher 
DNA-Molekule, die zumindest 50% Homologie mit SEQ ID NO;1 aufweisen, 
isolieren konnte. Allerdings wurde es fur den Fachmann unmoglich sein ohne 
unzumutbaren Aufwand die Sequenzen, die unter das Ziel des Anspruchs 1 fallen, 
zu identifizieren (Artikel 83 EPO; Richtlinien C-II, 4.9)- 

Obige Bemerkung gilt mutatis mutandis auch fur den Gegenstand des Anspruchs 

26. 



5.2) . Hinsichtlich der Bemerkungen des Anmelders auf Seite 3 des Schreibens vom 

19.1 1 .2002, uber die a1 ,3-Fucosyltransf erase aus Physcomitrella patens, muB 
man bemerken, daB dieses Enzym 57% Identitat mit der Aminosauresequenz 
(so behauptet der Anmelder) und nicht mit der DNA-Sequenz der 
ertindungsgemalien al ,3-hucosyltransferase aufweist, baher betrachtet die 
Prufungsabteilung diese a1 ,3-Fucosyltransferase aus Physcomitrella patens nicht 
wichtig fur die Prufung des Gegenstands des Anspruchs 1. 

5.3) . Daher effullen die geltenden Patentanspruche 1 (insofern erein DNA-Molekul, 

das zumindest 50% Homologie zur Sequenz gemaB SEQ ID NO:1 betrifft) und 26 
nicht die Erfordemisse der Artikels 83 und 84 EPU, weil deren Gegenstand nicht 
geniigend offenbart und gestutzt ist. 

Urn diesen Einwand auszuraumen, sollte der Anmelder in Anspruch 1 den 
~ Ausdruck 11 oder zumindest 50% Homologie zur oben genannten Sequenz"" ™ 
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BescheW/Protokoll (Anlage) Coimmmlc^on/Minutes (Annex) Notfflcatton/Proces^veibal (Annexe) 

13.01.2003 Sheet 4 AppHcation No, 00 904 677.2 
^ Feuifle Damande fT: 



aufweist " streichen. 

Die Bemerkung bezuglich des Anspruchs 26 scheint in keinster Weise losbar zu 
sein (siehe auch die Bemerkungen unter Punkten 2-1)-2.2), 6) und 7)), 

6). Die Bemerkungen unter Punkt 4) des vorherigen Bescheids treffen auf die 
geanderten Anspruche 1 6, 1 7 und 21-23 nicht mehr zu. 

Die Bemerkungen unter Punkt 4) des vorherigen Bescheids treffen noch auf den 
geanderten Anspruch 26 zu. Die DNA-Mblekule von Anspruch 26 sind noch durch 
ein Verfahren zur ihren Isoiierung gekennzeichnet. 



7). Weiterhin, wurden die AnsprGche 1 und 26 als getrennte, unabhangige Anspruche 
abgefaBt. 

Nach Artikel 84 in Verbindung mit Regel 29(2) EPU darf eine Anmeldung nur dann 
mehr als einen u nab hang ig en Patentanspruch in einer bestimmten Kategorie 
enthalten, wenn der beanspruchte Qegenstand unter eine der in Regel 29(2) EPU 
Buchstaben (a), (b) Oder (c) genannten Ausnahmesituationen fallt, der nicht der 
Fall ist. 



8.1). Die Bemerkungen unter Punkt 5) des vorherigen Bescheids werden beibehalten. 
Im Schreiben vom 19.1 1,2002 behauptet der Anmelder, da8 im Beispiel B gezeigt 
wird, daB FucTA aus Drosophila melanogastereln Homolog der 
erf indungsgemaBen Fucosyltransferase ist 

Dokument D8 aber weist oben genannte FucTA aus Drosophila melanogaster auf, 
und behauptet: " the overall identity of Drosophila homologues with mammalian 

and plant a1,3-fucosyltransferases is not significantly high n (D7: Seite 28064). 

Daher ist die PrutungsaDteiiung der Memung, da3 vorliegende Anmeldung keine 
technische Offensichtlichkert bringt, daB ein DNA-Molekul gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 5, aus Insektenzellen isoliert werden konnte. 



8.2). Daher erfullt der geltehde Patefifahspruch 12 (insofem er ein Verfahren zur ' """ 
Herstellung einer cDNA aus Insekten betrifft) nicht die Erfordemisse der Artikels 
83 und 84 EPU, weil dessen Gegenstand nicht genugend offenbart und gestutzt 
ist. Obige Bemerkung gilt auch fur den Gegenstand der Anspruche 14-17, 20-23, 
25 und 26. 
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£T 13 01.2003 s&> ' 5 SSStaiu 00 904 677.2 

Oaia FeuWe Demanded 



Um diesen Einwand auszuraumen, sollte der Anmetder die Ausdriicke n Insekl " 
und 1 Insektenzellen 0 streichen. 

9,1). Die Bemerkungen unter Punkt 6) des vorherigen Bescheids werden beibehalten. 
Im Schreiben vom 19.1 1 .2002 behauptet der Anmelder: " die Primer gema& 
Anspruch 12 sind aufgrund der in der vorliegenden Anmeldung offenbarten 
Sequenz SEQ ID NO:1 ausreichend offenbart \ 
Anspruch 1 2 aberzitiert nur den Ausdhlck " Primern \ Dieser Ausdruck 
w Primem '\ ohne andere technische Merkmale, ermoglicht dem Fachmann nicht, 
festzustellen, welche technischen Merkmale fur den Primer notwendig sind, um 
das Verfahren von Anspruch 12 durchzufuhren (Artikel 84 EPU; Richtlinien C-lll, 
4.1), 



9.2)- Daher, erfullt der Anspruch 12 nicht die Erfordemisse des Artikels 84 EP0, 
Um diesen Einwand auszuraumen, sollte der Anmelder im Anspruch 12, eine 
Kennzeichnung dieses Primers durch technische Merkmale einfGhren, 

Dem Anmelder wird die Einreichung neuer Anspruche anheimgestellt, die den 
vorstehenden Bemerkungen Rechnung tragen. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB die Anmeldung nicht in der Weise 
abgeandert werden darf, daB ihr Gegenstand uber den Inhalt der Anmeldung in der 
ursprunglich eingereichten Fassung hinausgeht (Artikel 123(2) EP0). 

Um die Prufung von geanderten Anmeldungsunterlagen im Hinblick auf Artikel 123(2) 
EPU zu erleichtem, wird der Anmelder gebeten, die durchgefuhrten Anderungen, 
unabharigig davon, ob es sich um Anclerungen durch hinzutugeri, Ersetzen Oder 
Streichen handelt, deutlich aufzuzeigen und anzugeben, auf welche Stellen in der 
ursprunglich eingereichten Anmeldung sich diese Anderungen stutzen, 
Gegebenenfalls konnen diese Angaben in handschriftlicher Form auf Kopien der 
betreffenden Teile der ursprunglichen AhmeFduhg lerfolgen. 
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PCT 



ANT RAG 



Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 
Internationale Annieldung nach dem Vertrag uber die 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



Vom Ai 



eamt auszufullen 



Internationales Aktenzeichen 



3M 2000/oia 



'I i-eb. 2000 



Einlau^ci. A.bgangsste|6/7 

A-10H'V\/ieh^Kohlmarkt$-10 ^SANDL 

Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max. 12 Zeichen) r 3 6 2 4 7 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Fucosyltransf erase-Gen 




Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen yollstdndige amthche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben Der in diesem held in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

i 

ALTMANN, Friedrich 

Institut fur Chemie 
Universitat fur Bodenkultur 

Muthgasse 18 
A-1190 Wien (AT) 


r^"j Diese Person ist 

' ' gleichzeitig Erfinder 


Telefonnr.: , 


Telefaxnr.: 


Fernschreibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Staat): p^rjx 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder | 1 a lle Bestim- 1 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahmc 1 | nur die Vcreinigten | 1 die im Zusatzfeld 

fiir folgende Staaten: | X.I mungsstaaten 1 I der Vcreinigten Staaten von Amerika | 1 Staaten von Amenka | 1 angegebenen Staaten 


Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandtge amthche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben Der m diesem t eld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend kein 
Staat Jes Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

[—"I nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
l—l angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder 1 1 a |i € Bestim- 1 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahmc 1 I nur die Vcreinigten 1 1 die im Zusatzfeld 

fur folgende Staaten: I 1 mungsstaaten I I der Vereinigten Staaten von Amerika | 1 Staaten von Amenka | 1 angegebenen Staaten 


| | Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfmder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestelit/ist bestellt worden, urn fur den (die) Anmelder 1 | Anwalt | 1 gcmcinsamcr 
vor den zustandigen intemationalen Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln als: 1 1 1 1 Vertreter 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen yollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats 
anzugeben.) 

SONN Helmut, WEINZ INGER Arnulf, PAWLOY Peter, 
ALGE Daniel, KOHLER-PAVLIK Johann 

Riemergasse 14 
A-1010 Wien (AT) 


Telefonnr.: 

+43 1 512 84 05 


Telefaxnr.: 

+ 43 1 512 98 05 


Fernschreibnr.: 


I 1 Zustellanschnft: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemcinsamer Vertreter bestellt ist und start dessen im 

1 1 obigen Feld eine spezielle^Zustcllanschrift angegeben ist. 



Formblan PCT/RO/101 (Blatt 1) (Juli 1998; Nachdruck Januar 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



L ■ 



EINGEREICHTAM 
• FEB. 2000 



PCI 


Internationales Aktenzeichen 




Internationales Anmeldedatum 


Der Unterzeichnetejbeantragt, daB die vorliegende 
internationale Anmeldung nach dem Vertrag uber die 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 


Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 


Patentwesens behandelt wird. 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max, 12 Zeichen) r 3 6 2 4 7 


Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Fucosy 1 trans f erase -Gen 


Feld Nr. II ANMELDER- - ■ _ _____ 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bet juristischen Personen vpllstandige amthche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben Der in diesem held in der 
Anschrift angegebene Stoat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders.- sofern nachstehend kein 
Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

ALTMANN, Friedrich 

Institut fur Chemie 
Universitat fur Bodenkultur 

Muthgasse 18 
A-119 0 Wien (AT) 


r^~| Diese Person ist 

1 , ' gleichzeitig Erfinder 


Telefonnr.: 


Telefaxnn: 


Femschreibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): ^rp 


Diese Person ist Anmelder | I a n e Bcstim- I 1 alle Beshmmungsstaaten mit Ausnahmc 1 1 nur die Vcreinigtcn | | die im Zusatzfeld 

fiir fnlg^nHe Staaten | X 1 mungsstaaten I 1 der Vereinigten Staaten von Amerika | 1 Staaten von Amenka | \ angegebenen Staaten 


Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vpllstandige amthche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben Der in diesem held in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

I 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder | 1 a !le Bestim- 1 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahmc 1 1 nur die Vereinigten I 1 die im Zusatzfeld 

fur folgende Staaten: | I mungsstaaten | I der Vereinigten Staaten von Amerika 1 1 Staaten von Amenka | 1 angegebenen Staaten 


| | Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, um fur den (die) Anmelder I 1 Anwalt 1 1 gcmcinsamer 
vor den zustandigen international en Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln als: 1 1 1 1 Vertreter 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen yollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats 
anzugeben.) 

SONN Helmut, WEINZ INGER Arnulf, PAWLOY Peter, 
ALGE Daniel, KOHLER-PAVLIK Johann 

Riemergasse 14 
A-1010 Wien (AT) 


Telefonnr.: 

+43 1 512 84 05 


Telefaxnr.: 

+ 43 1 512 98 05 


Femschreibnr.: 


I 1 Zustcllanschrift: Dieses Kastchcn ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gcmcinsamer Vertreter bestelit ist und start dessen im 

1 | obigen Feld eine spczielle Zustcllanschrift angegeben ist. 



Formbiatt PCT/RO/101 (Blatt I) (Juli 1998; Nachdruck Januar 2000) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Frfd Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



STAAT 



Blatt Nr. 



Die folgcwfca Bcstinwwngen web Regel 4.9 Absatz a wcrdeo hicrmit vorgenonunea (biae die cntspreckauicn Kdstchen cnkretxc*; wcni&ais tin K&stchai mufi 
angekrcuzt werden^ 



Regions les Patent 



^^^^t^t^MA^cmcn. AZ Aserbaidschan, BY Belarus. KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 



ra ea 

El EP 
0 OA 



Moldau. KU Kussiscnc roocrauojLi* t, 
Patentubercinkommens una des PCT ist 
Earopaisches .Patent: AT Ostcrreich, 



BE Belgien, CH and LI Schweiz und Liechtenstein, CY Zypern, 
der Vertraesstaat des Europaischcn PatentGbercinkommcns und des PCI ist 

OAPI-P.tenf BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zentralafrikanische Republic CG 1 Kongo l CI Cote dlvcr^CM Kamcrtu^ 
?a rSKn f fiN Guinea. GWGuinea-Bissau, ML Mali, MR Mauretanicn, NE Niger, SN Senegal, TO Tschad, TG Togo 
Sdj^feiterc s££dcr ^ert^St der OAPI und des PCT ist 0o/ft ^W«5cAu ft r, C A^<x/,r«n,o«^« Verfchrengewunschl 

wird bitte cad dor gepunkteten Linie angeben) * ; " " * J " * * * 

National Patent (fails tint endtrt Schutzrtchtsart oder tin sonstiges Vcrfahrcn gewunschi wird. title cuf der gepunkteten Luue angeben): 



El 

m 
ei 

EI 
El 
Q 
El 
□ 

m 

m 

El 
El 
El 
EI 
El 

El 
El 
EI 

El 
El 

s 
0 

El 
E3 
E 
El 
SI 
El 
El 
SI 
El 
El 

El 
El 
El 
0 



CR 
CU 
CZ 
DE 
DK 
DM 
EE 
ES 
FI 
GB 
GD 
GE 
GH 



El 

EI 

El 

El 

m 

El 

E 

El 

YYYYY ei 
m 

EI 

EI 

EI 

H 

EI 

EI 

EI 

EI 

m 

Spanicn S 

Finnland : EI 

El 
□ 

EI 

Q 

0 

m 

ca 

ca 

EI 

El 

El 

EI 

El 



AE Vereinigte Arabische Emirate 

AL Albanien 

AM Armenien 

AT Osterreich 

AU Australien 

AZ Aserbaidschan 

BA Bosnien-Herzegowina 

BB Barbados 

BG Bulgarien 

BR BrasHien 

BY Belarus 

CA Kanada 

CH and LI Schweiz und Liechtenstein 

CN China 

Costa Rica 

Kuba 

Tschechische Republik ........ 

Deutschland 

Danemark 

Dominica 

Estiand 



LR 
LS 
LT 
LU 
LV 



Vereinigtes Konigreich 
Grenada 

Georgien 

Ghana - 

GM Gambia 

HR Kroatien 

HU Ungarn 

ID Indonesien 

IL Israel 

IN Indien 

IS Island 

JP Japan - - 

KE Kenia 

KG Kirgisistan 

KP Demokratische Volksrepublik Korea 



Liberia 

Lesotho ■ 

Lttauen- - - 
Luxemburg 
Lettland 

MA Marokko 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

Neuseeland 

Polen 

Portugal 

Rumanien 

Russische F5dc ration 

Sudan 
Schweden 
Singapur 

Slowenien • • 

Slowakei 

Sierra Leone 

Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

Trinidad und Tobago 

Vereinigte Republik Tansania 

Ukraine 

Uganda 

Vereinigte Staaten von Amerika 



NZ 

PL 

PT 

RO 

RU 

SD 

SE 

SG 

SI 

SK 

SL 

TJ 



TT 
TZ 
UA 
UG 
US 



uz 

VN 
YU 
ZA 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 
SGdafrika . 



KR 
KZ 
LC 
LK 



Republik Korea 
Kasachstan . . . 
Saint Lucia 
Sri Lanka 



ZW Simbabwc 

Kastchen fur die Bcstimmung von Staaten , die dem PCT nach der 
Vcroffentlichung dieses Formblatts beigetrcten sind: 

□ 

□ 



. . R^r#:«, m «««»^«' Zusatrfich ni den oben penannten Bcstimmungen nimmt dcr Aruncldcr nach Regel 4.9 




f eam( 



bmerhatb der Frist von IS MonaUn eingthtn.) 



Fofmblatt PCT/RO/IOI (Blatt 2) (Januar 2000) 



Siehe Anmertiungtn zu dicscm Antragsfon 



nular 



Blatt Nr. 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



I I Weitere Priori tatsanspruche sind im Zusatzfeld angegcben. 



Anmeldedatum 
der fruheren Anmeldung 
(Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 
der fruheren Anmeldung 



1st die fruhere Anmeldung eine: 



nationale Anmeldung: 
Staat 



regionale Anmeldung:* 
regionales Amt 



Internationale Anmeldung 
Anmeldeamt 



Zeile(l) 

18. Februar 
(18.02.99) 

Zeile (2) 



1999 



A 270/99 



AT 



Zeile (3) 



fxl Das Anmeldeamt wird ersucht, eine beglaubigte Abschrifl der oben in der (den) Zeile(n) 
L^i-I k 0 , a ;^ n ^n fnih^rp-n a nmf IH i mof pn ^ ?u erstellen und dem internationalen Buro zu ub< 



(l) 



bezeichneten fruheren Anmeldung(en) zu erstellen und dem internationalen Buro zu ubermitteln (nur falls die fruhere Anmeldttng(en) bet 
dem Amt eingereicht worden ist(sind), das fur die Zwecke dieser internationalen Anmeldung Anmeldeamt ist) 
* Falls es sich bei der friilieren Anmeldung urn eine ARIPO-Anmetdung handelt, so mufi in dem Zusatzfeld mindestcns ein Staat angegeben werden, der 
Mitgliedstaat der„Pariser Verbandsiibereinkunft zum Schutz des gewerblichenEigentumsjst und fur dendie fruhere Anmeldung eingereicht wurde. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der internationalen Recherchenbehdrde (ISA) 

(falls zwei oder mehr als zwei Internationale Recherchen- 
behdrden fiir die Ausfuhrung der internationalen Recherche 
zustandig sind, geben Sie die von I hit en gewahlte Be horde an; 
der Zweibuchstaben-Code kann benutzt werden): 

ISA/ 



Antrag auf Nutzung der Ergebnisse einer fruheren Recherche; Bezugnahme auf diese 
fruhere Recherche (falls eine fruhere Recherche bei der internationalen Recherchenbehdrde 
beantragt oder von ihr durchgefiihrt worden ist): 



D a t u m ( Tag/M ona t/Jah r) 



Aktenzeichen 



Staat (oder regionales Amt) 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese internationale Anmeldung enthalt 
die folgende Anzahl von Blattern: 

Antrag : 3 

Beschreibung (ohne 



Sequenzprotokollteil) 

Anspriiche 

Zusammenfassung 

Zeichnungen 

Sequenzprotokollteil 
der Beschreibung 

Blattzahl insgesamt 



34 
6 
1 

16 
8 



68 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1 . g] Blatt fur die Gebuhrenberechnung - 

2. □ Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. □ Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (falls vorhanden): 

4. Q Begriindung fiir das Fehlen einer Unterschrift 

5. □ Prioritatsbeleg(e), in Feld Nr. VI durch 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: 

6. □ Obersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. [-] Gesonderte Angaben zu hinterlegten Mikroorganismen oder anderem biologischen Material 

8. Protokoll der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzen in computerlesbarer Form 

9. H Sonstige (einzeln auffuhren): POS temp fang schein 



A bbildung der Zeichnungen, die m 
mit der Zusammenfassung F ICf . 7 
veroffentlicht wer den soil (Nr.): 



Sprache, in der die 
internationale Anmeldung 
eingereicht wird: 



Deutsch 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht eindeutig 
aus dem Antrag ergibU in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet. 





ALTMANN, Friedrich 





1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 


2. Zeichnungen 

1 1 einge- 

1 1 gangen: 

| 1 nicht ein- 

1 1 gegangen: 


3. Geiindertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
frisigerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstiindigung dieser internationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristgcrechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 1 1(2) PCT: 


5. Internationale Recherchenbehdrde TQA / 
(falls zwei oder mehr zustandig sind): iot\ 1 


6. 1 1 Ubcrmitllung des Recherchencxemplars bis zur 
I 1 Zahlung der Kccherchengebiihr aufgeschoben 



Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
bcim Internationalen Buro: 



Vom Internationalen Buro auszufullen 



Eormblatl PCT/RO/101 (lelzlcs Blatt) (Juli 1998; Nachdruck Juli 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 




QSTERREICHISCHES PATENTAMT- 

A-1014 Wien, Kohlmarkt 8-10, Postfach 95 
TEL. +43/(0)1/53424; FAX +43/(0)1/53424-535; TELEX 1 36847 OEPAA'' 
Postscheckkonto Nr. 5.160.000; UID-Nr. ATU3826640 i 7: DVR: 007801 8 ' 



1999 02 18 



ANMELDETAG 
IPC: C12N 
AN ALTMANN FRIEDRICH DR. 
IN -a-OW* A-1190 WIEN 
ZU HD. : PAWLOY P. DIPL. ING 
IHR ZEICHEN: 35063 



GESC HAFTS ZAHL: A 270/99-1 
(IN ALLEN EINGABEN ANFuHREN) 



ALGE D. MAG HP »UITFN 



1. Vorbescheid 



geben) 



EINGELANGT 

2 0. Sep. 1999 

Frist bis: JZOJUfa. 



-Auf Grunddes Ergebnisses der gemaB § 99 des Patentgesetzes vorgenommenen-Voiprufung werden Sie eingeladen, falls die 

Anmeldung weiterverfolgt werden sollte, binnen zwei Monaten nach Zustellung des Vorbescheides sich hieriiber zu 
auBern und 



I | die Einheidichkeit der Anmeldung herzustellen (§ 88 PatG) 

(3 die angefuhrten Mangel der Anmeldung zu beheben 

^ die in der Beilage angemerkten Korrekturen entsprechend durchzufuhren 

mit Berucksichtigung der Bemangelung folgende Stiicke in zweifacher Ausfertigung vorzulegen: 

^ neue Paten tans priiche (Bezugszeichen!) 

I~~l eine Beschreibungserganzung/neue Beschreibungsseite(n) 

5<3 angepaBte Beschreibung 

^ ein (neues) Deckblatt (Vordruck PA 3 1) 

I I eine (neue) Zusammenfassung 

I I die vorschriftsmaBigen Zeichnungen vorzulegen 

I | die Erfindungseigenschaft im Hinblick auf den nachgewiesenen Stand der Technik ausfiihrlich zu begriinden 
I I im Hinblick auf die Intervalliteratur das Prioritatsrecht nachzuweisen (§ 95 Abs. 3 PatG) 

Wird innerhalb dieser Frist weder den erteilten Auftragen entsprochen, noch eine AuBerung oder ein Antrag auf Verlangerung 
der Frist iiberreicht, so gilt die Anmeldung als zuruckgenommen. Diese Rechtsfolge tritt auBer Kraft, wenn binnen vier 
Monaten nach Ablauf der Frist den erteilten Auftragen entsprochen bzw. die AuBerung auf den Vorbescheid nachgeholt und 
eine Gebuhr im AusmaB der Anmeldegebuhr auf das Postscheckkonto Nr. 5.160.000 des Patentamtes eingezahlt wird. Der 
Antrag auf Verlangerung der Frist unterliegt einer Verfahrensgebuhr in der Hohe von 170 S ( 12,35 € ), die nicht in 
Stempelmarken entrichtet werden darf, sondern auf das Postscheckkonto des Patentamtes eingezahlt werden muB. Wird ein 
numerierter-Erlagschein des Patentamtes verwendet, kann die Zahlung der oben angefuhrten Gebiihren durch Uberreichung 
der Auftragsbestatigung entweder im Original oder in Kopie nachgewiesen werden, andernfalls ist der urschriftliche 
Einzahlungs- oder Uberweisungsbeleg vorzulegen. 
Der Antrag auf Verlangerung der Frist ist stempelpflichtig. 

Angeschlossen sind: Beschreibung PAZ 4512, Patentanspriiche PAZ , 



Beschreibung PAZ , Patentanspriiche PAZ , 

Blatt 2Leichnungen PAZ , 

Zusammenfassung PAZ , zur Beniitzung und Wiedervorlage 

£3 Vordruck PA 3 1 zweifach □ Vordruck PA 3h □ Anwaltsverzeichnis 



Ergebnis der Vorprufung umseitig ! 



Osterreichisches Paten tamt 
Technische Abteilung XVI 
Wien, am 30. August 1999 
(Mag. Mosser) 
Dipl. Ing. Wolf 



Mit dem vorliegenden Patentanspruch 8 wird im Zusammenhang mit Anspruch 
6 u a Patentschutz fur DNA-Molekule mit weniaer als 20 Basenpaaren 
angestrebt Da besonders kurze DNA Stucke nicht mehr spezifisch fur 
bestimmte Gene sind, ware das Schutzbegehren bezuglich der DNA-Lange 
nach unten abzugrenzen. 

Fur den vorliegenden Patentanspruch 11 ware zu begrunden, weshalb ein 
DNA-Molekul, das fur ein Ribozym codiert, mit den Gegenstanden der 
vorhergehenden Patentanspruche eine einzige Erfindung bzw. Gruppe von 
Erfindungen darstellt. Insbesondere ware zu begrunden, inwiefem bei den 
Gegenstanden der vorliegenden Patentanspruche 1 und 1 1 Einheitlichkeit 
gegeben ist und somit die Erfordernisse des § 88 PatG und des § 11 PGMMV 
erfullt sind. 

Bei den vorliegenden Patentanspruchen 17 sowie 26 - 28 konnen lediglich 
Aufgabenstellungen ohne die Angabe von Losungen erkannt werden. Diese 
Anspruche sind daher in der vorliegenden Form nicht gewahrbar, 
Darifcer hinaus wird. zu den Anspruchen 26 -28 bemerkt, dass ein Produkt i.d.R. 
nicht durch seine Herstellung, sondern nur durch seine Zusammensetzung 
beschrieben werden kann. 

Beim Patentanspruch 35 kann keine erfinderische Idee erkannt werden. Dem An 
spruch ist lediglich entnehmbar, dass GlcNAc-alpha 1 , 3-Fucosyltransferase ein- 
gesetzt wird, um Fucose an Kohlenhydrateinheiten oder an Glykoproteine zu bin 
den. 

Dies ist als trivial anzusehen. Fucosylierungen werden z.B. auch in der 
EP 643 132 A1 und in der US 5 272 066 A beschrieben. 
Dass geeignete Biomolekule solcherart modifiziert werden konnen, dass sie 
Biomolekulen pflanzlichen Ursprunges ahneln, erscheint aufgrund der 
Beschreibung (Seite 2) naheliegend. 

Der vorliegende Anspruch ware daher einzuschranken, z.B. dadurch, dass die 
Transferase durch ihren genetischen Code, z.B. durch Ruckbeziehung auf 
vorhergehende Anspruche (z.B. Anspruch 1), naher charakterisiert wird. 

Hinsichtlich geringfugiger verbesserungsbedurftiger Stellen in den 
Patentanspruchen und in der Beschreibung wird auch auf die 
Bleistiftanmerkungen im mitfolgenden Amtsexemplar verwiesen. 

Zum bekannten Stand derTechnik wurden folgende Druckschriften ]h Betracht 
gezogen: ' . 

Nature Biotechnology 15:414-415; 1997 
Nature Biotechnology 16:857-861; 1998 
US 5272066 A (BERGH et al.) 21.12.1993 



EP 643132 A1 (KYOWA HAKKO KOGYO CO., LTD) 15.03.1995 



VERTRAG U DIE INTERNATIONALE ZUSA^BEN ARBEIT 

AUTOEM GEBIET des patentweseEs 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



seRs 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

R 36247 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/fSA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/ AT 00/ 00040 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

17/02/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

18/02/1999 


Anmelder 

ALTMANN, Friedrich 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstelrt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfafM insgesamt j5 Blatter. 

[X| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berlchts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

[ | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Qbersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotld- und/oder Amlnosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

|"X~j in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

[T] zusammen mit der internationalen Anmeldung in cornputerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in cornputerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schrrftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, dafi die in cornputerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schnftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



□ 
□ 

E 



2. 

3. 



| | Bestlmmte AnsprOche haben sich als nlcht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
|T| Mangel nde Einheitllchkeit der Erflndung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

[Xj wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

fy"! wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
| | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zetchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER 



BSCHERCHENBERICHT 



bales Aktenzelchen 

*T 00/00040 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES , . . 

IPK 7 C12N15/54 C12N9/10 C12N15/11 C12N9/00 C12N5/10 
C12P21/00 C12Q1/68 

Nach der International en PatentWassifikation (IPK) oder nach der national en Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MindestprOfstoff (Wassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N C12P C12Q 



Recherchierte aber nicht zum MindestprOfstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

STRAND 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTER LAGEN 



Kategorie" 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr Anspruch Nr. 



STAUDACHER E. ET AL.: "Functional 
purification and characterization of a 
GDP-fucose: beta-N-acetyl glucosamine (Fuc 
to Asn 1 inked GlcNAc) 
alpha-l,3-fucosyl transferase from mung 
beans" 

GLYC0C0N JUGATE JOURNAL, 

Bd. 12, 1995, Seiten 780-786, XP002140246 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 782, linke Spalte, Absatz 3 

Seite 783, linke Spalte 

Seite 785 -Seite 786 

-/— 



32-34 



CD 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand derTechnik definiert, 

aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 
"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 

Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 



-L" 



"P" 



Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Priori tatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 



T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koliidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

26. Juni 2000 


Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 

19/07/2000 


Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31 -70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Macchia, G 



Formblatt PCT/IS A/210 (Blatt 2) (Juli 1 992) 



Seite 1 von 3 



INTERN ATIONALER 



HERCHENBERICHT 



Inte^^^^les Aktenzeichen 

pcwr 00/00040 



C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie" 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betrachtkommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


ALTMANN F.: More than silk and honey - 
or, can insect cells serve in the 
production of therapeutic glycoproteins ?" 
GLYC0C0NJUGATE JOURNAL, 
Bd. 14, 1997, Seiten 643-646, XP002140795 
Seite 645, linke Spalte, Absatz 3 




X 


LER0UGE P. ET AL.: "N-glycoprotein 
biosynthesis in plants: recent 
developments and future trends" 
PLANT MOLECULAR BIOLOGY, 
Bd. 38, 1998, Seiten 31-48, XP002140796 
in der Anmeldung erwahnt . . . 
Seite 44 -Seite 45 


25-28 
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EMBL Database 
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AC: B67847 

Arabidopsis thai i ana 
09/12/1997 

72% Identitat mit SEQ ID NO 1 von bp. 1102 

bis bp. 1596, in inverser Orientierung 

XP002140249 

das ganze Dokument 
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8-10,12 


X 


EMBL Database 
ID: AQl 58899 
AC: AQl 58899 
Oryza sativa 
09/09/1998 

63% Identitat mit SEQ ID NO 1 von bp. 591 

bis bp. 776 

XP002140250 

das ganze Dokument 
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X 


EMBL Database 
ID: AQ328306 
AC: AQ328306 
Oryza sativa 
11/01/1999 

65% Identitat mit SEQ ID NO 1 von bp. 1486 

bis bp. 1718, in inverser Orientierung 

XP002140251 

das ganze Dokument 


1,6, 
8-10,12 


p,x 


LEITER H. ET AL.: "Purification, cDNA 
cloning and expression of 
GDP-L-Fuc : Asn-1 i nked Gl cNAc 
alpha-l,3-Fucosyl transferase from mung 
bean" 

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
Bd. 274, Nr. 31, 

30. Juli 1999 (1999-07-30), Seiten 
21830-21839, XP002140245 
das ganze Dokument 
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AC: Y18529 

Vigna radiata mRNA fur 
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03/08/1999 

99.8% Identitat mit SEQ ID NO 1 bp. 1 bis 

bp. 2198 

XP002140629 

das ganze Dokument 
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International filing date (day/month/year) 


Priority date (day/month/year) 
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17 February 2000 (17.02.00) 


18 February 1999(18.02.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C12N 15/54 






Applicant 


ALTMANN, Friedrich 





1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



10 



sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e.. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 



amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 




V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

13 September 2000 (13.09.00) 


Date of completion of this report 

12 June 2001 (12.06.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/AT00/00040 



I. Basis of the report 



With regard to the elements of the international application:* 
j | the international application as originally filed 

[X] the description: 

pages 1-42 , as originally filed 

pages , filed with the demand 

pages , filed with the letter of 



the claims: 

pages , as originally filed 

pages , as amended (together with any statement under Article 19 

pages , filed with the demand 

pages _ . . . L-33 _ . , filed with the letterof- . 26 March 200,1 (26.03.2001) 



the drawings: 

pages 1/16-16/16 , as originally filed 
pages , filed with the demand 
pages 9 filed with the letter of 

| | the sequence listing part of the description: 

pages » as originally filed 

pages , filed with the demand 

pages } f,led with the letter of 

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I 1 the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ 

contained in the international application in written form. 

□ 

filed together with the international application in computer readable form, 
furnished subsequently to this Authority in written form. 



furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

I 1 The amendments have resulted in the cancellation of: 

I 1 the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



^ I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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IV. Lack of unity of invention 



1. In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 

I 1 restricted the claims. 

I 1 paid additional fees. 

I | paid additional fees under protest. 

| | neither restricted nor paid additional fees. 

FTP] This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68.1, 

2- l/xl not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 
1 I complied with. 

[X] not complied with for the following reasons: 
SEE SEPARATE SHEET 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 



all parts. 

□ 

the parts relating to claims Nos. 
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International application No. 
PCT/AT 00/00040 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: Box IV. 3 

1. The different inventions are as follows: 

a) Claims 1-23 and 28-33 : 

Preparation of GlcNAc-a-1 , 3-f ucosyltransf erase, 
related products, process. 



b) Claims 24-27 : 

Recombinant glycoproteins and related pharmaceutical 
compositions . 

2.1 These inventions are not so linked as to form a single 
general inventive concept (PCT Rule 13.1) for the 
following reasons : 

A preparation of GlcNAc-a-1 , 3-f ucosyltransf erase as per one 
of Claims 31 and 32 is already known (see the reasons for 
this objection in Box V below) . The special technical 
feature that determines the contribution made by the first 
invention to the prior art is the nucleic acid which 
encodes the GlcNAc-a-1 , 3-f ucosyltransf erase . Claims 24-27 
do not include either this feature or any corresponding 
technical feature. The application fails to meet the 
requirement of unity of invention (PCT Rule 13.1) because 
there is no technical relationship between the two 
inventions involving one or more of the same or 
corresponding special technical features (PCT Rule 13.2). 

2.2 Despite this, a full search report was compiled for the 
two inventions. Since a complete international preliminary 
examination can be carried out without undue difficulty, 
the IPEA has decided to waive the request to either 
restrict the claims or pay additional fees. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims" 



1-23, 28-30 



24-27, 31-33 



1-23, 28-30 (in part) 
1-33 (1-23, 28-30 in part) 



1-33 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. Reference is made to the following documents: 



Dl 



D2 : 



D3: 



STAUDACHER E. et al.: "Functional purification and 
characterization of a GDP-fucose: p-N-acetylglucosamine 
(Fuc to Asn linked GlcNac) ot-1 , 3-f ucosyltransf erase 
from mung beans", GLYCOCON JUGATE JOURNAL, Vol. 12, 
1995, pages 780-786, XP002140246 

ALTMANN F. : "More than silk and honey - or, can 
insect cells serve in the production of therapeutic 
glycoproteins?", GLYCOCON JUGATE JOURNAL, Vol. 14, 
1997, pages 643-646, XP002140795 

LEROUGE P. et al . : "N-glycoprotein biosynthesis in 
plants: recent developments and future trends", PLANT 
MOLECULAR BIOLOGY, Vol. 38, 1998, pages 31-48, 
XP002140796 



2.1 



Document Dl discloses a GlcNac a-1 , 3-f ucosyltransf erase 
from mung beans, characterised in that it has a pi value of 
around 8.5 (see Dl, page 783). 



Dl also discloses a process for preparing mung-bean-specif ic 
carbohydrate units from human and other vertebrate 
glycoproteins, characterised in that carbohydrate units 
including peptides from bovine fibrin (GnGn) or human IgG 
(GnGnF 6 ) , fucose units and a GlcNAc a-1 , 3-f ucosyltransf erase 
are added to a substrate acceptor, with the result that 
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fucose in the a-1,3 position is linked to the carbohydrate 
unit by the GlcNAc oc-1, 3-f ucosyltransf erase (see Dl, pages 
781-782) . 

2.2 The subject matter of Claims 31 and 32 thus lacks novelty 
(PCT Article 33(2)) because a parameter (the pi value) is 
not enough to delimit a product unambiguously against the 
prior art (PCT Examination Guidelines, Chapter III-4.7a). 

In the light of the above, the subject matter of Claim 33 
also lacks novelty (PCT Article 33(2)) since the 
characterising technical features do not permit any 
distinction to be made between the process known from Dl 
and the process according to Claim 33. 

Moreover, the applicant should note that the GlcNAc oc-1, 3- 
f ucosyltransf erase defined in Claims 31 and 32 (and the 
GlcNAc or-1 , 3-f ucosyltransf erase defined in Claim 33) cannot 
be novel simply because the process by which it is produced 
is potentially novel. 

3.1 Document D2 discloses a recombinant glycoprotein (human 
glucocerebrosidase) and a pharmaceutical composition 
containing it, characterised in that the glycoprotein 
contains the glycans Man3GlcNAc2 (Fuc) (see D2, page 645). 
This glycan structure is the same structure that is found 
in insect glycoproteins, and does not contain any a-1,3- 
linked fucose residues (see D2, Figure 2) . 

Given that a product (the aforementioned glycoprotein) 
cannot be novel simply because the process by which it is 
prepared is potentially novel, document D2 is prejudicial 
to the novelty of the subject matter of Claims 24-27 of the 
present application ( PCT Article 33(2)). 

3.2 Document D3 discloses a recombinant glycoprotein (the 
murine monoclonal antibody Guy's 13) and a pharmaceutical 
composition containing it, characterised in that the 
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glycoprotein does not contain any a-1 , 3-linked fucose 
residues (see D3, page 44). 

Document D3 is therefore prejudicial to the novelty of 
the subject matter of Claims 24 and 27 of the present 
application (PCT Article 33(2)). 

4.1 Document Dl, which is considered to be the prior art 
closest to the first invention, discloses a GlcNac a-1, 3- 
f ucosyltransf erase from mung beans. The subject matter of 
Claim 1 differs in that it discloses the DNA molecule which 
encodes GlcNac a-1 , 3-f ucosyltransf erase . 

The subject matter of Claim 1 is therefore novel (PCT 
Article 33 (2) ) . 

4.2 The problem addressed by the application can thus be seen 
as that of providing a DNA molecule which encodes GlcNac 
a-1, 3-f ucosyltransf erase . 

4.3 Insofar as it relates to a DNA molecule with the sequence 
according to SEQ ID No. 1, the solution proposed in Claim 1 
involves an inventive step (PCT Article 33(3)) because the 
obtaining of a DNA molecule with the sequence according to 
SEQ ID No. 1 cannot be derived in an obvious way from the 
prior art . 

4.4 Insofar as it relates to a DNA molecule which is at least 
50% homologous to the sequence according to SEQ ID No. 1, 
and also insofar as it relates to hybridising and 
degenerated sequences, the solution proposed in Claim 1 
does not involve an inventive step (PCT Article 33(3)) 
because the obtaining of such a DNA molecule from the 

f ucosyltransf erase according to Dl is an obvious and 
routine laboratory procedure. 

4.5 Claims 2-7 are dependent on Claim 1 and therefore also meet 
the PCT requirement of novelty (PCT Article 33(2)). 
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Insofar as they relate to a DNA molecule with the sequence 
according to SEQ ID No. 1, Claims 2-7 also meet the PCT 
requirement of inventive step (PCT Article 33(3)). 

Insofar as they relate to a DNA molecule which is 70-80% 
homologous to the sequence according to SEQ ID No. 1, and 
also insofar as they relate to hybridising and degenerated 
sequences, Claims 2-7 do not meet the PCT requirement of 
inventive step_ (PCT Article 33(3)J _(for the reasons, given 
in point 4.4 above). 

4.6 For the reasons given in points 4.1 to 4.4 above, the 

products and processes according to Claims 8-23 and 28-30, 
which are related to the DNA molecule according to Claim 1, 
are novel ( PCT Article 33(2)). 

Insofar as they relate to a DNA molecule with the sequence 
according to SEQ ID No. 1, the said products and processes 
involve an inventive step (PCT Article 33(3)). 

Insofar as they relate to a DNA molecule which is at least 
50% homologous to the sequence according to SEQ ID No. 1, 
and also insofar as they relate to hybridising and 
degenerated sequences, the said products and processes do 
not involve an inventive step (PCT Article 33(3)). 

5. The subject matter of Claims 1-33 is considered to be 

industrially applicable (PCT Article 33(4)). 
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internationaTTpreliminary examination report 

VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. The following observations are made in connection with PCT 
Article 6. 

2. The subject matter of Claims 1 and 5 is not clearly 
identifiable because the hybridising and washing conditions 
are not specified. Claims are supposed to be interpreted 

_ "giving" the" individual words "the 'meaning" and scope *whi~ch 
they normally have in the relevant art, unless in 
particular cases the description gives the words a special 
meaning, by explicit definition or otherwise" (PCT 
Examination Guidelines, Chapter III-4.2). In this instance, 
a person skilled in the art would be aware that the 
expression "rigorous conditions" was not sufficient to 
allow a clear understanding of the conditions in question 
because the term "rigorous" gives no indication as to how 
such conditions can be ensured. Even expressions such as 
"highly rigorous", "moderately rigorous" and "with little 
rigourousness" would be misunderstood and would not conform 
to the stipulation in Chapter III-4.5 of the PCT 
Examination Guidelines. 

3. The subject matter of Claims 16 and 17 (plants/plant 

cells and insects/insect cells) and of Claims 24-27 
(glycoproteins), Claim 30 (a DNA molecule which 
encodes a fucosyltransf erase ) and Claims 31 and 32 
(fucosyltransferase) is characterised by a production 
process . 

Claims relating to products which are characterised by 
their production processes (known as "product-by-process 
claims") are only admissible if the products themselves 
meet the requirements for patentability and if the 
application does not contain any other information that 
would allow the applicant to characterise the product 
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VIII. Certain observations on the international application 

adequately in terms of its composition, structure or 
other verifiable parameters. 

In this instance it would be possible to characterise the 
plants/plant cells and insects/insect cells and also the 
glycoproteins, the DNA molecule and the fucosyltransf erase 
in terms of their technical features (the vector contained 
in the cells, and the amino acid or DNA sequence) . 

This observation also applies to Claims 21-23 and 33. 
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Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
17/02/2000 


Prioritatsdatum (Tag/f^jiij&t/Tag) 
18/02/1999 



C12N15/54 



Anmelder 

ALTMANN, Friedrich 

1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Pruf ung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 Obermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 10 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 



AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 6 Blatter. 



Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I Grundlage des Berichts 

Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 




V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 
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I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikef 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprung/ich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-42 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-33 eingegangen am 26/03/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/16-16/16 ursprungliche Fassung 



Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

8, eingereicht mit Schreiben vom 18/05/2000. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
H bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

[3 bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden 1st. 

IS Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 
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4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter~Punkt1~hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



IV. Mangetnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 



2. S Die Behorde hat festgestellt, daG das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daf3 das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13 1 13 2 
und 13.3 



□ erfullt ist 



H aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

El alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 



J 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/AT00/00040 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfind rischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-23,28-30 

Nein: Anspruche 24-27,31-33 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-23, 28-30 teilweise 

Nein: Anspruche 1-33 (1-23 und 28-30 teilweise) 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-33 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, istfolgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt IV 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1). Die verschiedenen Erfindungen sind: 



a) Anspruche 1-23, 28-33: 

Praparation von GlcNAc-a1 ,3-Fucosyltransferase, verwandte Produkte und 
Verfahren; - - - - 

b) Anspruche 24-27: 

Rekombinante Glykoproteine und verwandte pharmazeutische 
Zusammensetzungen. 

2.1). Aus den folgenden Grunden hangen diese Erfindungen nicht so zusammen, daB 
sie eine einzige allgemeine erfinderische Idee verwirklichen (Regel 13.1 PCT): 
eine Praparation von GlcNAc-a1 ,3-Fucosyltransferase gemaB einem der 
Anspruche 31 und 32 ist bereits bekannt (siehe die Grunde fur diesen Einwand). 
Das besonderen technischen Merkmal, das den Beitrag der erste Erfindung zum 
Stand der Technik bestimmt, ist die Nukleinsaure, die fur die obengenannte 
GlcNAc-a1 ,3-Fucosyltransferase kodiert. 

Weder dieses noch ein entsprechendes technisches Merkmal ist in den 
Anspruchen 24-27 enthalten. 

Die erforderliche Einheitlichkeit der Erfindung (Regel 13.1 PCT) ist damit insofern 
nicht mehr gegeben, als zwischen den Gegenstanden der zwei obengenannten 
Erfindungen kein technischer Zusammenhang im Sinne der Regel 13.2 PCT 
besteht, der in einem oder mehreren gleichen oder entsprechenden besonderen 
technischen Merkmalen zum Ausdruck kommt. 



2.2). Trotzdem wurde fur obengenannte Erfindungen wurde ein vollstandiger 

Recherchenbericht erstellt. Da eine vollstandige internationale Prufung ohne 
ubermaBigen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden kann, sieht die Internationale 
Prufungsbehorde von einer Aufforderung zur Einschrankung oder zur Entrichtung 
zusatzlicher Gebuhren ab. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/AT00/00040 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1). Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

- - D1 : STAUDACHER E. ET AL.: 'Functional purification and characterization of a 

GDP-fucose: B-N-acetylglucosamine (Fuc to Asn linked GlcNAc) a-1 ,3- 

fucosyltransferase from mung beans' GLYCOCONJUGATE JOURNAL, Bd. 

12, 1995, Seiten 780-786, XP0021 40246; 
D2: ALTMANN F.: 'More than silk and honey - or, can insect cells serve in the 

production of therapeutic glycoproteins ?' GLYCOCONJUGATE JOURNAL, 

Bd. 14, 1997, Seiten 643-646, XP0021 40795; 
D3: LEROUGE P. ET AL.: 'N-glycoprotein biosynthesis in plants: recent 

developments and future trends' PLANT MOLECULAR BIOLOGY, Bd. 38, 

1998, Seiten 31-48, XP0021 40796. 

2.1) . Dokument D1 offenbart eine GlcNAc-a1 ,3-Fucosyltransferase aus Mungobohnen, 

dadurch gekennzeichnet, daft sie einen pi von ungefahr 8.5 aufweist (D1: Seite 
783). 

Dokument D1 offenbart auch ein Verfahren zur Herstellung von Mungobohnen- 
spezifischen Kohlenhydrat-Einheiten von menschlichen und anderen Wirbeltier- 
Glykoproteinen, dadurch gekennzeichnet, daB zu einem Substrat-Akzeptor 
Kohlenhydrat-Einheiten umfassend Peptide aus dem Rinderfibrin (GnGn) Oder 
dem menschlichen IgG (GnGnF 6 ), Fucose-Einheiten sowie eine GlcNAc-a1 ,3- 
Fucosyltransferase zugesetzt werden, sodaB Fucose in a1,3-Stellung durch die 
GlcNAc-a1 ,3-Fucosyltransferase an die Kohlenhydrat-Einheit gebunden wird (D1 : 
Seiten 781-782). 

2.2) . Der Gegenstand der Anspruche 31 und 32 ist daher nicht neu (Art. 33(2) PCT), 

weil ein Parameter (pi Wert) nicht ausreichend ist, urn ein Produkt eindeutig vom 
Stand der Technik abzugrenzen (PCT Richtlinien lll-4.7a). 

Mit Rucksicht auf diese Griinde, ist der Gegenstand des Anspruchs 33 auch nicht 
neu (Art. 33(2) PCT), weil die kennzeichnenden technischen Merkmale keine 
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Unterscheidung zwischen dem Verfahren aus D1 und demjenigen aus Anspruch 
33 zulassen. 

Im ubrigen wird der Anmelder darauf hingewiesen, daB die GlcNAc-a1 ,3- 
Fucosyltransferase aus den Anspruchen 31 und 32 (und diejenige, die in 
Anspruch 33 genannt ist) nicht schon dadurch neu wird, daB sie durch ein 
moglicherweise neues Verfahren hergestellt wird. 

3.1) . Das Dokument- D2 offenbart ein rekombinantes Glykoprotein (menschliche 

Glukocerebrosidase) und diese enthaltende pharmazeutische Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, daB dieses Glykoprotein die Glykane 
Man3GlcNAc2(Fuc) aufweist (D2: Seite 645). Diese Glykanstruktur ist dieselbe 
Struktur, die in Insektenglykoproteinen gefunden wird, und weist keine a1 ,3- 
gebundenen Fucose-Reste auf (D2: Abbildung 2). 

Mit Rucksicht auf die Tatsache, daf3 ein Produkt (obengenanntes Glykoprotein) 
nicht schon dadurch neu wird, daB es durch ein moglicherweise neues Verfahren 
hergestellt wird, steht Dokument D2 dem Gegenstand der Anspriiche 24-27 der 
vorliegenden Anmeldung neuheitsschadlich entgegen (Art. 33(2) PCT). 

3.2) . Das Dokument D3 offenbart ein rekombinantes Glykoprotein (monoklonaler 

Antikorper Guy's 13 der Maus) und diese enthaltende pharmazeutische 
Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB dieses Glykoprotein keine 
a1 ,3-gebundenen Fucose-Reste aufweist (D3: Seite 44). 
Daher steht Dokument D3 dem Gegenstand der Anspriiche 24 und 27 der 
vorliegenden Anmeldung neuheitsschadlich entgegen (Art. 33(2) PCT). 

4.1) . Das Dokument D1 , das als nachstliegender Stand der Technik fur die erste 

Erfindung angesehen wird, offenbart eine GlcNAc-a1 ,3-Fucosyltransferase aus 
Mungobohnen, von der sich der Gegenstand des Anspruchs 1 dadurch 
unterscheidet, daB das DNA-Molekul, das fur die GlcNAc-a1,3-Fucosyltransf erase 
kodiert, offenbart wird. 

Der Gegenstand des Anspruchs 1 ist somit neu (Artikel 33(2) PCT). 

4.2) . Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen 

werden, die Bereitstellung eines DNA-Molekiils, das fur die GlcNAc-a1,3- 
Fucosyltransferase kodiert. 
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4.3) . Die in Anspruch 1 der vorliegenden Anmeldung fur diese Aufgabe vorgeschlagene 

Losung, insofern sie ein DNA-Molekul mit einer Sequenz gemaB der SEQ ID NO:1 
betriffl, beruht auf einer erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT), weil die 
Erhaltung eines DNA-Molekuls mit der Sequenz gemaB der SEQ ID NO:1, nicht in 
naheliegender Weise aus dem Stand der Technik abzuleiten ist. 

4.4) . Die in Anspruch 1 der vorliegenden Anmeldung fur diese Aufgabe vorgeschlagene 
- - - - Losung, insofern sie ein DNA-Molekul, das zumindest 50% Homologie zur 

Sequenz gemaB der SEQ ID NO:1 oder hybridisierende und degenerierte 
Sequenzen betrifft, beruht nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) 
PCT), weil die Erhaltung eines solchen DNA-Molekuls aus der Fucosyltransferase 
von D1 eine naheliegende Laboratoriumpraxis ist. 

4.5) . Die Anspruche 2-7 sind vom Anspruch 1 abhangig und erfullen damit ebenfalls die 

Erfordernisse des PCT in bezug auf Neuheit (Artikel 33 (2) PCT). 
Die Anspruche 2-7 (insofern sie sich auf ein DNA-Molekul mit einer Sequenz 
gemaB der SEQ ID NO:1 beziehen) erfullen auch die Erfordernisse des PCT in 
bezug auf erfinderische Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT). 

Mit Rucksicht auf die Grunde in der Abschnitt 4.4), erfullen die Anspruche 2-7 
(insofern sie sich auf ein DNA-Molekul, das 70-80% Homologie zur Sequenz 
gemaB der SEQ ID NO:1 umfasst oder hybridisierende und degenerierte 
Sequenzen beziehen) nicht die Erfordernisse des PCT in bezug auf erfinderische 
Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT). 

4.6) . Mit Rucksicht auf die Grunde in den Abschnitten 4.1-4), sind die Produkte und 

Verfahren gemaB den Anspruchen 8-23 und 28-30 der vorliegenden Anmeldung, 
die dem DNA-Molekul gemaB dem Anspruch 1 verwandt sind, auch neu (Artikel 
33(2) PCT). 

Sie beruhen auch auf einer erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT) insofern 
sie sich auf ein DNA-Molekul mit einer Sequenz gemaB der SEQ ID NO:1 
beziehen. 

Sie beruhen nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT) insofern 
sie sich auf ein DNA-Molekul, das zumindest 50% Homologie zur Sequenz gemaB 
der SEQ ID NO:1 oder hybridisierende und degenerierte Sequenzen beziehen. 
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5). Die gewerbliche Anwendbarkeit des Gegenstands der Anspriiche 1 -33 wird 
anerkannt (Artikel 33(4) PCT). 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

- 1). Die folgende Bemerkungen -werden beziiglich Artikel 6 PCT gemacht. - 

2) . Der Gegenstand der Anspriiche 1 und 5 kann nicht eindeutig identifiziert werden, 

weil die Hybridisierungs- und Waschbedingungen nicht angegeben werden. 

" Der Wortlaut eines jeden Patentanspruchs ist so zu verstehen, daf3 sich fur die 

einzelnen Worter die Bedeutung und die Reichweite ergeben, die sie auf dem 

betreffenden Gebiet normalerweise haben, es sei denn, die Beschreibung verleiht 

den Wortern in bestimmten Fallen durch ausdruckliche Definition oder auf andere 

Weise eine besondere Bedeutung " (PCT Richtlinien III-4.2). 

In diesem Fall ist der Fachmann auf dem laufenden, daB der Ausdruck " 

stringente Bedingungen " nicht ausreichend ist, um den betreffenden Gegenstand 

eindeutig identifizieren zu konnen. Da der Ausdruck " stringent " keine Angabe 

dariiber gibt, wie diese Bedingungen erhalten werden konnen. 

Sogar die eventuell gebrauchten Ausdriicke " hohe/maBige/niedrige stringente 

Bedingungen ", wiirde miBverstanden werden, und wiirden die Erfordernisse der 

PCT Richtlinien III-4.5 nicht erfullen. 

3) . Der Gegenstand der Anspriiche 1 6 und 1 7 (Pflanzen/Pflanzenzellen bzw. 

Insekten/lnsektenzellen), sowie der Anspriiche 24-27 (Glykoproteine), des 
Anspruchs 30 (DNA-Molekul, das fur eine Fucosyltransferase kodiert), und der 
Anspriiche 31 und 32 (Fucosyltransferase), ist durch ein Verfahren zu ihrer 
Herstellung gekennzeichnet. 

Anspriiche fur Erzeugnisse, die durch ihr Herstellungsverfahren gekennzeichnet 
sind (sog. "Product- by- process- Anspriiche"), sind nur zulassig, wenn die 
Erzeugnisse als solche die Voraussetzungen fur die Patentierbarkeit erfullen und 
die Anmeldung keine anderen Angaben enthalt, die es dem Anmelder 
ermoglichen wiirden, das Erzeugnis durch seine Zusammensetzung, seine 
Struktur oder sonstige nachpriifbare Parameter hinreichend zu kennzeichnen. 
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In diesem Fall gibt es die Moglichkeit, die Pflanzen/Pflanzenzellen und 
Insekten/lnsektenzellen, sowie die Glykoproteine, das DNA-Molekul und die 
Fucosyltransferase durch ihre technischen Merkmale (der Vektor, der in diesen 
Zellen enthalten ist, beziehungsweise die Aminosaure- Oder DNA Sequenz) zu 
kennzeichnen. 

Obige Bemerkung gilt auch fur Anspruche 21-23 und 33. 
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Patentanspruche : 



® 



1. DNA-Molekul , dadurch gekennzeichnet, dass es eine Sequenz 
gemaS der SEQ ID NO: 1 mit einem offenen Leserahmen von Basenpaar 
211 bis Basenpaar 1740 umfasst oder zumindest 50% Homologie zur 
oben genannten Sequenz aufweist oder unter stringenten Bedingun- 
gen mit der oben genannten Sequenz hybridisiert oder eine Sequenz 
umfasst, die infolge des genetischen Codes zur oben genannten 
DNA-Sequenz degeneriert ist, wobei die Sequenz fur ein pflanzli- 
ches Protein mit einer Fucosyltransf erase-Aktivitat codiert oder 
dazu komplementar ist, 

2. DNA-Molekul gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
es fur ein Protein mit einer GlcNAc-al, 3 -Fucosyltransf erase-Ak- 
tivitat, insbesondere mit einer Core-al, 3 -Fucosyltransf erase-Ak- 
tivitat, codiert. 

3. DNA-Molekul nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass es zumindest 70-80%, besonders bevorzugt zumindest 95%, Ho- 
mologie zur Sequenz gernaE der Sequenz-Identif ikationsnummer 1 
aufweist . 

4. DNA-Molekul nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es 2150 bis 2250, insbesondere 2198, Basen- 
paare umfasst, 

5. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Sequenz 
gemafi der SEQ ID NO: 3 umfasst oder eine Sequenz umfasst, die 
zumindest 85%, insbesondere zumindest 95%, Homologie zur oben 
genannten Sequenz aufweist oder unter stringenten Bedingungen mit 
der oben genannten Sequenz hybridisiert oder die infolge des ge- 
netischen Codes zur oben genannten DNA-Sequenz degeneriert ist. 

6. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Teilse- 
quenz eines DNA-Molekuls gemaS einem der Anspruche 1 bis 4 um- 
fasst und eine Homologie von zumindest 80% zur SEQ ID NO: 1 sowie 
eine GroSe von 20 bis 200, vorzugsweise 30 bis 50, Basenpaaren 
aufweist . 
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7. DNA-Molekul nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es kovalent mit einer nachweisbaren Markie- 
rungssubstanz assoziiert ist. 

8. Biologisch f unktioneller Vektor, dadurch gekennzeichnet , 
dass er ein DNA-Molekul gemaS einem der Anspruche 1 bis 7 oder 
Telle unterschiedlicher Lange davon, mit mindestens 2 0 Basenpaa- 
ren umfasst . 

9". Biologisch f unktioneller Vektor, dadurch gekennzeichnet/ 
dass er ein DNA-Molekul gemaS einem der Anspruche 1 bis 7 oder 
Teile unterschiedlicher Lange davon in inverser Orientierung zum 
Promotor umfasst . 

10. DNA-Molekul, das fur ein Ribozym codiert, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es zwei Sequenzabschnitte von jeweils mindestens 
10 bis 15 Basenpaaren aufweist, die Sequenzabschnitten eines DNA- 
Molekuls nach einem der Anspruche 1 bis 7 komplementar sind, so 
dass das Ribozym die mRNA komplexiert und schneidet, die von ei- 
nem naturlichen GlcNAc-al , 3 -Fucosly transferase DNA-Molekul tran- 
skribiert wird. 

11. Biologisch f unktioneller Vektor, dadurch gekennzeichnet, 
dass er ein DNA-Molekul gemaS Anspruch 10 umfasst. 

12 . Verf ahren zur Herstellung einer cDNA umf assend ein DNA-Mo- 
lekul gemafi einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass RNA aus Insekten- bzw. pflanzlichen Zellen, insbesondere aus 
Hypokotylzellen, isoliert wird, mit der nach Zusetzen einer re- 
versen Transkriptase und Primern eine reverse Transkription 
durchgefuhrt wird. 

13. Verfahren zum Klonieren einer GlcNAc-al , 3-Fucosyl transfe- 
rase, dadurch gekennzeichnet, dass ein DNA-Molekul gemaS einem 
der Anspruche 1 bis 5 in einen Vektor kloniert wird, der an- 
schliefiend in eine Wirtszelle bzw. einen Wirt transf ektiert wird, 
wobei durch Selektion und Amplif ikation von transf ektierten 
Wirtszellen Zellinien erhalten werden, die die aktive GlcNAc- 

al , 3-Fucosyl transf erase exprimieren . 
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14. Verfahren zur Herstellung von rekoinbinanten Wirts^ellen, 
insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen, bzw. Pflanzen oder 
Insekten mit einer unterdriickten bzw. vollstandig unterbundenen 
GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferaseproduktion, dadurch gekennzeichnet , 
dass zumindest einer der Vektoren gemaS Anspruch 8, 9 oder 11 
bzw. ein Vektor umfassend ein DNA-Molektil nach einem der Anspru- 
che 1 bis 7, wobei die DNA-Sequenz eine Deletions-, Insertions- 
und/oder Substitutionsmutation umfasst, in die Wirtszelle bzw. 
Pflanze oder in das Insekt eingeschleust wird. 

15. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Wirtszellen, 
insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen bzw. Pflanzen oder 
Insekten, dadurch gekennzeichnet, dass das DNA-Molekul nach einem 
der Anspruche 1 bis 7 , wobei die DNA-Sequenz eine Deletions-, 
Insertions- und/oder Substitutionsmutation umfasst, in das Genom 
der Wirtszelle bzw. Pflanze oder des Insekts an der Stelle der 
nichtmutierten, homologen Sequenz eingeschleust wird. 

16. Rekombinante Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie nach einem Verfahren gema£ Anspruch 14 oder 15 
hergestellt sind und dass ihre endogene GlcNAc-al, 3-Fucosyl- 
transf eraseproduktion unterdruckt bzw. vollstandig unterbunden 
ist . 



17. Rekombinante Insekten bzw. Insektenzellen, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie nach einem Verfahren gemaS Anspruch 14 oder 15 
hergestellt sind und dass ihre endogene GlcNAc-al , 3-Fucosyl- 
transf eraseproduktion unterdruckt bzw. vollstandig unterbunden 
ist. 



18. Peptidnukleinsaure(PNA)-Molekul, dadurch gekennzeichnet, 
dass es eine Basensequenz umfasst, die komplementar zur Sequenz 
eines DNA-Mol ekul s gemafS einem der Anspruche 1 bis 6 sowie Teil- 
sequenzen davon ist. 

19 . Peptidnukleinsaure(PNA) -Mo 1 ekul, dadurch gekennzeichnet, 
dass es eine Basensequenz umfasst, die der Sequenz eines DNA-Mo- 
lekuls gemaS einem der Anspruche 1 bis 6 sowie Teilsequenzen da- 
von entspricht. 
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20. Verfahren zur Herstellung von Pflanzen Oder Insekten bzw. 
Zellen, insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen, die eine 
blockierte Expression der GlcNAc-al, 3 -Fucosyl transferase auf dem 
Niveau der Transkription bzw. Translation aufweisen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass PNA-Molekule gemaS Anspruch 18 oder 19 in die 
Zellen eingeschleust werden. 

21. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Glykoproteinen, 
dadurch gekennzeichnet , dass das System nach Anspruch 16 oder 17 
oder Pflanzen oder Insekten bzw. Zellen, die nach einerti Verfahren 
gema.15 Anspruch 2 0 hergestellt sind, mit dem Gen, das fur das 
Glykoprotein codiert, transf ektiert ist (sind) , so dass die re- 
kombinanten Glykoproteine exprimiert werden. 

22. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten humanen Glyko- 
proteinen, dadurch gekennzeichnet, dass das System nach Anspruch 
16 oder 17 oder Pflanzen oder Insekten bzw. Zellen, die nach ei- 
nem Verfahren gemag Anspruch 2 0 hergestellt sind, mit dem Gen, 
das fur das Glykoprotein codiert, transf ektiert ist (sind), so 
dass die rekombinanten Glykoproteine exprimiert werden. 

23. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten humanen Glyko- 
proteinen zur medizinischen Verwendung, dadurch gekennzeichnet, 
dass das System nach Anspruch 16 oder 17 oder Pflanzen oder In- 
sekten bzw. Zellen, die nach einem Verfahren gemaS Anspruch 2 0 
hergestellt sind, mit dem Gen, das fur das Glykoprotein codiert, 
transf ektiert ist (sind) , so dass die rekombinanten Glykoproteine 
exprimiert werden. 



24. Rekombinante Glykoproteine, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
nach dem Verfahren gemaS Anspruch 21 in pflanz lichen oder Insek- 
ten-Systemen hergestellt wurden und dass die Glykoproteine unter 
5 0%, insbesondere unter 20%, besonders bevorzugt 0%, der in nicht 
Fucosyl transferase reduzierten pflanzlichen oder Insekten-Syste- 
men exprimierten Proteinen vorkommenden al , 3-gebundenen Fucose- 
Reste aufweist. 

25. Rekombinante humane Glykoproteine, dadurch gekennzeichnet , 
dass sie nach dem Verfahren gemaS Anspruch 22 in pflanzlichen 
oder Insekten-Systemen hergestellt wurden und dass die Glykopro- 
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teine unter 50%, insbesondere unter 20%, besonders bevorzugt 0%, 
der in nicht Fucosyltransf erase reduzierten pf lanzlichen oder 
Insekten-Systemen exprimierten Proteinen vorkommenden otl,3-ge- 
bundenen Fucose-Reste aufweist. 



26. Rekombinante humane Glykoproteine zur medizinischen Verwen- 
dung, dadurch gekennzeichnet, dass sie nach dem Verfahren gernag 
Anspruch 23 in pflanzlichen oder Insekten-Systemen hergestellt 
wurden und dass die Glykoproteine unter 50%, insbesondere unter 

-20%, besonders bevorzugt- 0%, der in nicht Fucosyltransf erase re- 
duzierten pflanzlichen oder Insekten-Systemen exprimierten Pro- 
teinen vorkommenden al , 3-gebundenen Fucose-Reste aufweist. 

27. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet , 
dass sie rekombinante Glykoproteine nach einem der Anspruche 24 
bis 26 umfasst. 

28. Verfahren zum Selektieren von DNA-Molekiilen, die fur eine 
GlcNAc-ocl, 3-Fucosyl transferase codieren, in einer Probe, dadurch 
gekennzeichnet, dass DNA-Molekiile gemaE Anspruch 7 zur Probe zu- 
gesetzt werden, die an die DNA-Molekiile, die fur eine GlcNAc- 
cxl, 3 -Fucosyltransf erase codieren, binden. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Probe genomische DNA eines pflanzlichen bzw. Insekten-Organismus 
uinf asst . 



30. DNA-Molekiile, die fur eine GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase 
codieren, dadurch gekennzeichnet, dass sie nach dem Verfahren 
gemaS Anspruch 2 8 oder 29 selektiert und anschlieSend aus der 
Probe isoliert wurden. 



31. Preparation von GlcNAc-al, 3 -Fucosyltransf erase, die nach 
einem Verfahren gemaS Anspruch 13 kloniert wurde, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie Isoformen mit pl-Werten zwischen 6.8 und 
8.2 aufweist. 



32. Preparation nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie Isoformen mit pl-Werten von 6.8, 7.1 und 7.6 aufweist. 
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33. 



Verfahren zur Herstellung von verpf lanzlichten Kohlenhydrat^- 



Einheiten von menschlichen unci anderen Wirbeltier-Glykoproteinen, 
dadurch gekennzeichnet, dass zu einer Probe, die eine Kohlenhy- 
drat-Einheit bzw. ein Glykoprotein umfasst, Fucose-Einheiten so- 
wie von einem DNA-Molekul nach einem der Ansprtiche 1 bis 7 
codierte GlcNAc-otl, 3-Fucosyl transferase zugesetzt werden, so dass 
Fucose in al , 3-Stellung durch die GlcNAc-otl, 3-Fucosyltransf erase 
an die Kohlenhydrat-Einheit bzw. das Glykoprotein gebunden wird. 
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PA^J^IT COOPERATION TREAl^ 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION CONCERNING 
SUBMISSION OR TRANSMITTAL 
OF PRIORITY DOCUMENT 

(PCT Administrative Instructions, Section 41 1) 



Date of mailing (day/month/year) 
10 April 2000(10.04.00) 



Applicant's or agent's file reference 
R 36247- - - 



To: 



SONN, Helmut 
Riemergasse 14 
A- 1010 Wien i 
AUTRICHE 

I 
i 



•V>nl *Y-' 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International application No. 
PCT/AT00/00040 



International filing date (day/month/year) 
17 February 2000 (17.02.00) 



International publication date (day/month/year) 

Not yet published 



Priority date (day/month/year) 

18 February 1999 (18.02.99) 



Applicant 



ALTM AN N, Friedrich 



i. 



2. 



3. 



4. 



The applicant is hereby notified of the date o-^x^ «» 
international Bureau of the priority document's) ^'"9*°^^ n tne right-hand column, the priority 

This updates and replaces any previously issued notification concerning submission or transmittal of priority documents. 

An asterisk) appearing next to a date of receipt in ^^^wXTor ^In^c^^n 
or transmitted to the International ^'^^^^^^^Io^ob may disregard the priority claim 

within a time limit which is reasonable under the circumstances. 

The .etters "NR" appearing in the right-hand coU.mn denote a prtor* '^^^^^^^ 
Bureau or which the applicant did not request the is directed to Rule 17.1(c) which 

as provided by Rule 17.1 (a) or (b). respectively. In such a - ase. c * e bei J e P giving the applicant an opportunity. 

circumstances. 



Priority date 



Priority a p plication No, 



18 Febr 1999 (18.02.99) A 270/99 



Country or regional Office 
nr PCT receiving Office 

AT 



natp of receipt 
nf priority document 

27 Marc 2000 (27.03.00) 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No. (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 



Carlos Naranjo 

Telephone No. (41-22)338.83.38 



m 



Form PCT/IB/304 (July 1998) 



0,032^*107 
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From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

INFORMATION CONCERNING ELECTED 
OFFICES NOTIFIED OF THEIR ELECTION 

(PCT Rule 61.3) 


To: 

SONN, Helmutf ^" ' j 
Riemergasse 14 f & n, , 0n / 
A-1010Wien/ ™0ff / 
AUTRICHE / cro,-^ / 


Date of mailing (day/month/year) 
06 October 2000 (06.10.00) 






Applicant's or agent's file reference 
_ _ R 36247 . . _ 


IMPORTANT INFORMATION 


International application No. International filing date (day/month/year) Priority date (day/month/year) 

PCT/AT00/00040 17 February 2000 (17.02.00) 18 February 1999 (18.02.99) 


Applicant 

ALTMANN, Friedrich 



1. The applicant is hereby informed that the International Bureau has, according to Article 31(7), notified each of the following 
Offices of its election: 

Aj?-(^ ; C^;l^L£f^ 

EP :AT,B^-;CH;CY,P£;^ 

National :A^I,BJ3,C>;^,<^E,IL^ 

2. The following Offices have waived the requirement for the notification of their election; the notification will be sent to them 
by the International Bureau only upon their request: 

OA' : BJ=,B ) ^ r (^^M,(^,GKG^, > ^L^t^S,N,TD,lG- 
National rA^A^A^AT-A^B^B^ 
^tf^HU^J^vl^G,^^^^ 

sas^T^yjyi,^^ 

3. The applicant is reminded that he must enter the "national phase" before the expiration of 30 months from the priority date 
before each of the Offices listed above. This must be done by paying the national fee(s) and furnishing , if prescribed, a 
translation of the international application (Article 39(1)(a)), as well as, where applicable, by furnishing a translation of any 
annexes of the international preliminary examination report (Article 36(3)(b) arid Rule 74.1). 

Some offices have fixed time limits expiring later than the above-mentioned time limit. For detailed information about the 
applicable time limits and the acts to be performed upon entry into the national phase before a particular Office, see Volume II 
of the PCT Applicant's Guide. 

The entry into the European regional phase is postponed until 31 months from the priority date for all States designated for 
the purposes of obtaining a European patent. 





Authorized officer: 




The International Bureau of WIPO 


Kiwa Mpay /^/° 




34, chemin des Colombettes 




1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (41-22) 338.83.38 




Form PCT/IB/332 (September 1997) 
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From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 



NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE 
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 

(PCT Rule 47.1(c), first sentence) 



Date of mailing (day/month/year) 
24 August 2000 (24.08.00) 



To: 



SONN, Helmut 
Riemergasse 14 
A-1010 Wien 
AUTRICHE 



EINGELANGT 



0 7 Sei. i 



7 



FRIST 



Applicants or agent's file reference 

-R-36247 



IMPORTANT NOTICE 



International application No. 
PCT/AT00/00040 



International filing date (day/month/year) 

17 February 2000 (17.02.00) 



Priority date (day/month/year) 

18 February 1999 (18.02.99) 



Applicant 



ALTMANN, Friedrich 



Notice is hereby given that the International Bureau has communicated, as provided in Article 20, the international application 
to the following designated Offices on the date indicated above as the date of mailing of this Notice: 

4U,r^£R,US 

In accordance with Rule 47.1 (c), third sentence, those Offices will accept the present Notice as conclusive evidence that 
the communication of the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy 
of the international application is required to be furnished by the applicant to the designated Office(s). 

The following designated Offices have waived the requirement for such a communication at this time: 

^,AL,£M,AP,^ 
GE,GH,GM,H^,HUJD4LJ^ 

NO,KiZ,t^;PL;PX^ . u 

The communication will be macle to those Office^ only tfporiTtheirrequest. Furthermore, those Offices dofiot require the 
applicant to furnish a copy of the international application (Rule 49.1 (a-bis)). 

3. Enclosed with this Notice is a copy of the international application as published by the International Bureau on 



24 August 2000 (24.08.00) under No. WO 00/49153 

REMINDER REGARDING CHAPTER II (Article 31(2)(a) and Rule 54.2) 

If the applicant wishes to postpone entry into the national phase until 30 months (or later in some Offices) from the priority 
date, a demand for international preliminary examination must be filed with the competent International Preliminary 
Examining Authority before the expiration of 19 months from the priority date. 

It is the applicant's sole responsibility to monitor the 19-month time limit. 

Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has the 
right to file a demand for international preliminary examination. 

REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39(1)) 

If the applicant wishes to proceed with the international application in the national phase, he must, within 20 months 
or 30 months, or later in some Offices, perform the acts referred to therein before each designated or elected Office. 

For further important information on the time limits and acts to be performed for entering the national phase, see the 
Annex to Form PCT/IB/301 (Notification of Receipt of Record Copy) and Volume II of the PCT Applicant's Guide. 





The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No. (41-22) 740-14.35 


Authorized officer 

J. Zahra 

Telephone No. (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/308 (July 1996) 
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Continuation of Form PCT/IB/308 

NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE COMMUNICATION OF 
THE INTERNATIONAL APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 



Date of mailing (day/month/year) 
24 August 2000 (24.08.00) 


IMPORTANT NOTICE 


Applicant's or agent's file reference 
R 36247 


International application No. 
PCT/AT00/00040 



The applicant is hereby notified that at the time of establishment of this Notice, the time limit under Rule 46.1 for making 
amendments under Article 19 has not yet expired and the International Bureau had received neither such amendments nor a 
declaration that the applicant does not wish to make amendments. 



Form PCT/IB/308 (continuation sheet) (July 1996) 



3470004 



VERTRAG ubehjie Internationale zusamm^iarbeit AUF DEM 
w gebiet des patentweseIP 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

Sonn, Pawloy, Weinzinger, 

PawIoy&Alge r 

Riemergasse 14 
A - 1010 Wien 
AUTRICHE 


rU I 

MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG SBERICHTS 

(Regel 71.1 PCT) 


I Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 1 2.06.2001 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
R 36247 


WICHTTGE MfTTEILUNG ~ " 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/ATOO/00040 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
17/02/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
18/02/1999 


Anmelder 

ALTMANN, Friedrieh 



1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die rnit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeidung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 



2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeidung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Obersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt - P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas 
Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nl 
Fax: +31 70 340 - 3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Sinanovic, E 

Tel. +31 70 340-2672 



Formblatt PCT/I PEA/4 16 (Juli 1992) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzetchen des Anmelders Oder Anwalts 
R 36247 


siehe Mitteilung uberdie Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/AT00/00040 


Internationales Anme\de6a\um(Tag/Monat/Jahr) 
1 7/02/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
18/02/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12NT5/54 ~~ 



Anmelder 

ALTMANN, Friedrich 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 10 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

El AuBerdem iiegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde Iiegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 6 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I (3 Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 




V 




Vi 


□ 


VII 




VIII 





Datum der Einreichung des Antrags 
13/09/2000 


Datum der Fertigstetlung dieses Berichts 
12.06.2001 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

N Europaisches Patentamt - P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas 
^y' Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nl 
Fax: +31 70 340 - 3016 


- Bevollmachtigter Bediensteter 

1 J 1 

Macchia, G \* 4} 

Tel. Nr. +31 70 340 4078 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales AktenzeicheT 

I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts afs "ursprung/ich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und Z0.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-42 ursprungliche Fassung 

- Patentanspruche, Nr.: - - - - - _ - . _ . _ 

1-33 eingegangen am 26/03/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/16-16/16 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

8, eingereicht mit Schreiben vom 18/05/2000. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

£3 bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

IS Die Erklarung, dafB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

El Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vltl, Blatt 1) (Jul* 1998) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 




4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprungiich 
_ eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

IV. Mangeinde Einheitlichkeit der Erfindung 

1. Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche Oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ W eder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. C3 Die Behorde hat festgestellt, daf3 das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gema3 Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder^zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1 , 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

H aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internattonale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

K) alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vllt, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERN ATIONALERVORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/AT00/00040 



V. Begriindete FeststeMung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Untertagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 



Neuheit (N) 



Ja: 
Nein: 



Anspruche 
Anspruche 



1-23, 28-30 
24-27, 31-33 



Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: 
Nein: 



Anspruche 
Anspruche 



1-23, 28-30 teilweise 

1-33 (1-23 und 28-30 teilweise) 



Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: 

Nein: 



Anspruche 
Anspruche 



1-33 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 3) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/ATOO/00040 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt IV 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1). Die verschiedenen Erfindungen sind: 

a) Anspruche 1-23, 28-33: 
- - Preparation von. GlcNAc-a1 ,3-Fucqsy (transferase, verwandte Produkte und 
Verfahren; 



b) Anspruche 24-27: 

Rekombinante Glykoproteine und verwandte pharmazeutische 
Zusammensetzungen. 

2.1). Aus den folgenden Grunden hangen diese Erfindungen nicht so zusammen, daf3 
sie eine einzige allgemeine erfinderische Idee verwirklichen (Regel 13.1 PCT): 
eine Preparation von GlcNAc-a1 ,3-Fucosyitransferase gemaR einem der 
Anspruche 31 und 32 ist bereits bekannt (siehe die Grunde fur diesen Einwand). 
Das besonderen technischen Merkmal, das den Beitrag der erste Erfindung zum 
Stand derTechnik bestimmt, ist die Nukleinsaure, die fur die obengenannte 
GlcNAc-a1 ,3-Fucosyltransferase kodiert. 

Weder dieses noch ein entsprechendes technisches Merkmal ist in den 
Anspruchen 24-27 enthalten. 

Die erforderliche Einheitlichkeit der Erfindung (Regel 13.1 PCT) ist damit insofern 
nicht mehr gegeben, als zwischen den Gegenstanden der zwei obengenannten 
Erfindungen kein technischer Zusammenhang im Sinne der Regel 13.2 PCT 
besteht, der in einem oder mehreren gleichen oder entsprechenden besonderen 
technischen Merkmalen zum Ausdruck kommt. 



2.2). Trotzdem wurde fur obengenannte Erfindungen wurde ein vollstandiger 

Recherchenbericht erstellt. Da eine vollstandige Internationale Prufung ohne 
ubermaBigen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden kann, sieht die Internationale 
Prufungsbehorde von einer Aufforderung zur Einschrankung oder zur Entrichtung 
zusatzlicher Gebuhren ab. 
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Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1). Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: STAUDACHER E. ET AL: 'Functional purification and characterization of a 

GDP-fucose: p-N-acetylglucosamine (Fuc to Asn linked GlcNAc) a-1,3- 

fucosyltransferase from mung beans' GLYCOCONJUGATE JOURNAL, Bd. 

12, 1995, Seiten 780-786, XP002140246; 
D2: ALTMANN F.: 'More than silk and honey - or, can insect cells serve in the 

production of therapeutic glycoproteins ?' GLYCOCONJUGATE JOURNAL, 

Bd. 14, 1997, Seiten 643-646, XP0021 40795; 
D3: LEROUGE P. ET AL.: 'N-glycoprotein biosynthesis in plants: recent 

developments and future trends' PLANT MOLECULAR BIOLOGY, Bd. 38, 

1998, Seiten 31-48, XP0021 40796. 

2.1) . Dokument D1 offenbart eine GlcNAc-a1 ,3-Fucosyltransferase aus Mungobohnen, 

dadurch gekennzeichnet, daB sie einen pi von ungefahr 8.5 aufweist (D1 : Seite 
783). 

Dokument D1 offenbart auch ein Verfahren zur Herstellung von Mungobohnen- 
spezifischen Kohlenhydrat-Einheiten von menschlichen und anderen Wirbeltier- 
Glykoproteinen, dadurch gekennzeichnet, daB zu einem Substrat-Akzeptor 
Kohlenhydrat-Einheiten umfassend Peptide aus dem Rinderfibrin (GnGn) oder 
dem menschlichen IgG (GnGnF 6 ), Fucose-Einheiten sowie eine GIcNAc-a1,3- 
Fucosyltransferase zugesetzt werden, sodaB Fucose in a1 ,3-Stellung durch die 
GlcNAc-a1 ,3-Fucosyltransferase an die Kohienhydrat-Einheit gebunden wird (D1 : 
Seiten 781-782). 

2.2) . Der Gegenstand der Anspruche 31 und 32 ist daher nicht neu (Art. 33(2) PCT), 

weil ein Parameter (pi Wert) nicht ausreichend ist, urn ein Produkt eindeutig vom 
Stand der Technik abzugrenzen (PCT Richtlinien lll-4.7a). 

Mit Rucksicht auf diese Grunde, ist der Gegenstand des Anspruchs 33 auch nicht 
neu (Art. 33(2) PCT), weil die kennzeichnenden technischen Merkmale keine 
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Unterscheidung zwischen dem Verfahren aus D1 und demjenigen aus Anspruch 
33 zulassen. 

Im ubrigen wird der Anmelder darauf hingewiesen, daf3 die GlcNAc-al ,3- 
Fucosyltransferase aus den Anspruchen 31 und 32 (und diejenige, die in 
Anspruch 33 genannt ist) nicht schon dadurch neu wird, daG sie durch ein 
moglicherweise neues Verfahren hergestellt wird. 

3.1) . Das Dokument D2 offenbart ein rekombinantes Glykdprotein (menschliche 

Glukocerebrosidase) und diese enthaltende pharmazeutische Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, daB dieses Glykoprotein die Glykane 
Man3GlcNAc2(Fuc) aufweist (D2: Seite 645). Diese Giykanstruktur ist dieselbe 
' Struktur, die in Insektenglykoproteinen gefunden wird, und weist keine <x1 ,3- 
gebundenen Fucose-Reste auf (D2: Abbildung 2). . 

Mit Rucksicht auf die Tatsache, daf3 ein Produkt (obengenanntes Glykoprotein) 
nicht schon dadurch neu wird, daB es durch ein moglicherweise neues Verfahren 
hergestellt wird, steht Dokument D2 dem Gegenstand der Anspruche 24-27 der 
vorliegenden Anmeldung neuheitsschadlich entgegen (Art. 33(2) PCT). 

3.2) . Das Dokument D3 offenbart ein rekombinantes Glykoprotein (monoklonaler 

Antikorper Guy's 13 der Maus) und diese enthaltende pharmazeutische 
Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB dieses Glykoprotein keine 
a1 ,3-gebundenen Fucose-Reste aufweist (D3: Seite 44). 
Daher steht Dokument D3 dem Gegenstand der Anspruche 24 und 27 der 
vorliegenden Anmeldung neuheitsschadlich entgegen (Art. 33(2) PCT). 

4.1) . Das Dokument D1 , das als nachstliegender Stand der Technik fur die erste 

Erfindung angesehen wird, offenbart eine GlcNAc-a1 ,3-Fucosyltransferase aus 
Mungobohnen, von der sich der Gegenstand des Anspruchs 1 dadurch 
unterscheidet, daB das DNA-Molekul, das fur die GlcNAc-a1 ,3-Fucosyltransferase 
kodiert, offenbart wird. 

Der Gegenstand des Anspruchs 1 ist somit neu (Artikel 33(2) PCT). 

4.2) . Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen 

werden, die Bereitstellung eines DNA-Molekuls, das fur die GlcNAc-a1 ,3- 
Fucosyltransferase kodiert. 
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4.3) . Die in Anspruch 1 der vorliegenden Anmeldung fur diese Aufgabe vorgeschlagene 

Losung, insofern sie ein DNA-Molekul mit einer Sequenz gemaB der SEQ ID NO:1 
betrifft, beruht auf einer erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT), weil die 
Erhaltung eines DNA-Molekuls mit der Sequenz gemaB der SEQ ID NO:1 , nicht in 
naheliegender Weise aus dem Stand derTechnik abzuleiten ist. 

4.4) . Die in Anspruch 1 der vorliegenden Anmeldung fur diese Aufgabe vorgeschlagene 

Losung, insofern sie ein DNA-Molekul, das zumindest 50% Homologie zur 
Sequenz gemaB der SEQ ID NO:1 oder hybridisierende und degenerierte 
Sequenzen betrifft, beruht nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) 
PCT), weil die Erhaltung eines solchen DNA-Molekuls aus der Fucosyltransf erase 
von D1 eine naheliegende Laboratoriumpraxis ist. 

4.5) . Die Anspruche 2-7 sind vom Anspruch 1 abhangig und erfullen damit ebenfalls die 

Erfordernisse des PCT in bezug auf Neuheit (Artikel 33 (2) PCT). 
Die Anspruche 2-7 (insofern sie sich auf ein DNA-Molekul mit einer Sequenz 
gemaB der SEQ ID NO:1 beziehen) erfullen auch die Erfordernisse des PCT in 
bezug auf erfinderische Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT). 

Mit Rucksicht auf die Grunde in der Abschnitt 4.4), erfullen die Anspruche 2-7 
(insofern sie sich auf ein DNA-Molekul, das 70-80% Homologie zur Sequenz 
gemaB der SEQ ID NO:1 umfasst oder hybridisierende und degenerierte 
Sequenzen beziehen) nicht die Erfordernisse des PCT in bezug auf erfinderische 
Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT). 

4.6) . Mit Rucksicht auf die Grunde in den Abschnitten 4.1-4), sind die Produkte und 

Verfahren gemaB den Anspruchen 8-23 und 28-30 der vorliegenden Anmeldung, 
die dem DNA-Molekul gemaB dem Anspruch 1 verwandt sind, auch neu (Artikel 
33(2) PCT). 

Sie beruhen auch auf einer erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT) insofern 
sie sich auf ein DNA-Molekul mit einer Sequenz gemaB der SEQ ID NO:1 
beziehen. 

Sie beruhen nicht auf einer erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT) insofern 
sie sich auf ein DNA-Molekul, das zumindest 50% Homologie zur Sequenz gemaB 
der SEQ ID NO:1 oder hybridisierende und degenerierte Sequenzen beziehen. 
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5). Die gewerbliche Anwendbarkeit des Gegenstands der Anspruche 1-33 wird 
anerkannt (Artikel 33(4) PCT). 



Zu Punkt Vlll 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



1) . Die folgende Bemerkungen werden bezuglich Artikel B PCT gemacht. 

2) . Der Gegenstand der Anspruche 1 und 5 kann nicht eindeutig identifiziert werden, 

weil die Hybridisierungs- und Waschbedingungen nicht angegeben werden. 

" Der yVdrtlaut eines jeden Patentanspruchs ist so zu verstehen, daB sich fur die 

einzelnen Worter die Bedeutung und die Reichweite ergeben, die sie auf dem 

betreffenden Gebiet normalenA/eise haben, es sei denn, die Beschreibung verleiht 

den Wortern in bestimmten Fallen durch ausdruckliche Definition oder auf andere 

Weise eine besondere Bedeutung " (PCT Richtlinien III-4.2). 

In diesem Fall ist der Fachmann auf dem laufenden, daB der Ausdruck " 

stringente Bedingungen " nicht ausreichend ist, urn den betreffenden Gegenstand 

eindeutig identifizieren zu konnen. Da der Ausdruck " stringent " keine Angabe 

daruber gibt, wie diese Bedingungen erhalten werden konnen. 

Sogar die eventuell gebrauchten Ausdrucke " hohe/maBige/niedrige stringente 

Bedingungen wurde miBverstanden werden, und wurden die Erfordernisse der 

PCT Richtlinien III-4.5 nicht erfullen. 

3) . Der Gegenstand der Anspruche 16 und 17 (Pflanzen/Pflanzenzellen bzw. 

Insekten/lnsektenzellen), sowie der Anspruche 24-27 (Glykoproteine), des 
Anspruchs 30 (DNA-Molekul, das fur eine Fucosyltransferase kodiert), und der 
Anspruche 31 und 32 (Fucosyltransferase), ist durch ein Verfahren zu ihrer 
Herstellung gekennzeichnet. 

Anspruche fur Erzeugnisse, die durch ihr Herstellungsverfahren gekennzeichnet 
sind (sog. "Product- by- process- Anspruche"), sind nur zulassig, wenn die 
Erzeugnisse als solche die Voraussetzungen fur die Patentierbarkeit erfullen und 
die Anmeldung keine anderen Angaben enthalt, die es dem Anmelder 
ermoglichen wurden, das Erzeugnis durch seine Zusammensetzung, seine 
Struktur oder sonstige nachprufbare Parameter hinreichend zu kennzeichnen. 
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In cliesem Fall gibt es die Moglichkeit, die Pflanzen/Pflanzenzellen und 
Insekten/lnsektenzellen, sowie die Glykoproteine, das DNA-Molekul und die 
Fucosyltransferase durch ihre technischen Merkmale (der Vektor, der in diesen 
Zellen enthalten ist, beziehungsweise die Aminosaure- oder DNA Sequenz) zu 
kennzeichnen. 

Obige Bemerkung gilt auch fur Anspruche 21-23 und 33. 
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Patentanspriiche : 



1. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Sequenz 



211 bis Basenpaar 1740 umfasst oder zumindest 50% Homologie zur 
oben genannten Sequenz aufweist oder unter stringenten Bedingun- 
gen mit der oben genannten Sequenz hybridisiert oder eine Sequenz 
- umfasst, die .infolge^ des genetischen Codes zur oben genannten 
DNA-Sequenz degeneriert ist, wobei die Sequenz fur ein pflanzli- 
ches Protein mit einer Fucosyltransf erase-Aktivi tat codiert oder 
dazu komplementar ist, 

2. DNA-Mo 1 ekii 1„ gemaS Ahspruch. 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
es fur ein Protein mit einer GlcNAc-oel , 3 -Fucosyltransf eras'e-Ak- 
tivitat, insbesondere mit einer Core-ocl , 3 -Fucosyltransf erase-Ak- 
tivitat, codiert. 

3. DNA-Molekiil nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass es zumindest 70-80%, besonders bevorzugt zumindest 95%, Ho- 
mologie zur Sequenz gemaS der Sequenz-ldentif ikationsnummer 1 
aufweist . 

4 . DNA-Molekiil nach einem der Anspruche 1 bis 3 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es 2150 bis 2250, insbesondere 2198, Basen- 
paare umfasst. 

5. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Sequenz 
gemaS der SEQ ID NO: 3 umfasst oder eine Sequenz umfasst, die 
zumindest 8 5%, insbesondere zumindest 9 5%, Homologie zur oben 
genannten Sequenz aufweist oder unter stringenten Bedingungen mit 
der oben genannten Sequenz hybridisiert oder die infolge des ge- 
netischen Codes zur oben genannten DNA-Sequenz degeneriert ist. 

6. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Teilse- 
quenz eines DNA-Molekuls gemaS einem der Anspruche 1 bis 4 um- 
fasst und eine Homologie von zumindest 80% zur SEQ ID NO: 1 sowie 
eine GroSe von 2 0 bis 200, vorzugsweise 3 0 bis 50, Basenpaaren 
aufweist . 



gemaS der SEQ ID NO: 1 mit einem offenen Leserahmen von Basenpaar 
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7. DNA-Molekiil nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es kovalent mit einer nachweisbaren Markie- 
rungssubstanz assoziiert ist. 

8. Biologisch funktioneller Vektor, dadurch gekennzeichnet , 
dass er ein DNA-Molekiil gemafi einem der Anspriiche 1 bis 7 oder 
Teile unterschiedlicher Lange davon, mit mindestens 20 Basenpaa- 
ren umfasst. 

9. Biologisch f unktioneller Vektor, dadurch gekennzeichnet, 
dass er ein DNA-Molekiil gemaS einem der Anspriiche 1 bis 7 oder 
Teile unterschiedlicher Lange davon in inverser Orientierung zum 
Promotor umfasst. 

10. DNA-Molekiil, das fur ein Ribozym codiert, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es zwei Sequenzabschnitte von jeweils mindestens 
10 bis 15 Basenpaaren aufweist, die Sequenzabschnitten eines DNA- 
Molekiils nach einem der Anspriiche 1 bis 7 komplementar sind, so 
dass das Ribozym die mRNA komplexiert und schneidet, die von ei- 
nem natiirlichen GlcNAc-al , 3 -Fucoslytransf erase DNA-Molekiil tran- 

■ skribiert wird. 

11. Biologisch f unktioneller Vektor, dadurch gekennzeichnet, 
dass er ein DNA-Molekiil gemaS Anspruch 10 umfasst. 

12 . Verf ahren zur Herstellung einer cDNA umf assend ein DNA-Mo- 
lekiil gemafi einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass RNA aus Insekten- bzw. pflanzlichen Zellen, insbesondere aus 
Hypokotylzellen, isoliert wird, mit der nach Zusetzen einer re- 
versen Transkriptase und Primern eine reverse Transkription 
durchgef iihrt wird, 

13. Verf ahren zum Klonieren einer GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf e- 
rase, dadurch gekennzeichnet, dass ein DNA-Molekiil gemaS einem 
der Anspriiche 1 bis 5 in einen Vektor kloniert wird, der an- 
schlieSend in eine Wirtszelle bzw. einen Wirt transf ektiert wird, 
wobei durch Selektion und Amplif ikat ion von trans fektierten 
Wirtszellen Zellinien erhalten werden, die die aktive GlcNAc- 

al , 3-Fucosyltransf erase exprimieren . 
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14. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Wirtszellen, 
insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen, bzw. Pflanzen oder 
Insekten mit einer unterdriickten bzw. vollstandig unterbundenen 
GlcNAc-al, 3-Fucosyltransf eraseproduktion, dadurch gekennzeichnet, 
dass zumindest einer der Vektoren gemaS Anspruch 8, 9 oder 11 
bzw. ein Vektor umfassend ein DNA-Molekul nach einem der Ansprii- 
che 1 bis 7, wobei die DNA-Sequenz eine Deletions-, Insertions- 
und/oder Substi tutionsmutation umfasst, in die Wirtszelle bzw. 
Pflanze oder in das Insekt eingeschleus t wird. 

15. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Wirtszellen, 
insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen bzw. Pflanzen oder 
Insekten, dadurch gekennzeichnet , dass das DNA-Molekul nach. einem 
der Anspruche 1 bis 7, „ wobei die DNA-Sequenz eine Deletions-, 
Insertions- und/oder Substitutionsmutation umfasst, in das Genom 
der Wirtszelle bzw. Pflanze oder des Insekts an der Stelle der 
nichtmutierten, homologen Sequenz eingeschleus t wird. 

16. Rekombinante Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie nach einem Verfahren gemaS Anspruch 14 oder 15 
hergestellt sind und dass ihre endogene GlcNAc-al , 3-Fucosyl- 
transf eras eprodukt ion unterdriickt bzw. vollstandig unterbunden 
ist . 

17. Rekombinante Insekten bzw. Insektenzellen, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie nach einem Verfahren gemaS Anspruch 14 oder 15 
hergestellt sind und dass ihre endogene GlcNAc-al , 3-Fucosyl- 
transf eraseproduktion unterdriickt bzw. vollstandig unterbunden 
ist . 

18. Peptidnukleinsaure ( PNA) -Molekul , dadurch gekennzeichnet, 
dass es eine Basensequenz umfasst, die komplementar zur Sequenz 
eines DNA-Molektils gemaS einem der Anspruche 1 bis 6 sowie Teil- 
sequenzen davon ist. 

19. Peptidnukleinsaure (PNA) -Molekul, dadurch gekennzeichnet, 
dass es eine Basensequenz umfasst, die der Sequenz eines DNA-Mo- 
lekuls gemaS einem der Anspruche 1 bis 6 sowie Teilsequenzen da- 
von entspricht. 
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20. Verfahren zur Herstellung von Pflanzen Oder Insekten bzw. 
Zellen, insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen, die eine 
blockierte Expression der GlcNAc-ocl , 3-Fucosyltransf erase auf dem 
Niveau der Transkription bzw. Translation aufweisen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass PNA-Molekule gemaS Anspruch 18 oder 19 in die 
Zellen eingeschleus t werden. 

21. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Glykoproteinen, 
.dadurch gekennzeichnet L , _ dass das System nach Anspruch 16 oder 17 

oder Pflanzen oder Insekten bzw. Zellen, die nach einem Verfahren 
gemafi Anspruch 2 0 hergestellt sind, mit dem Gen, das fur das 
Glykoprotein codiert, transf ektiert ist (sind) , so dass die re- 
kombinanten Glykoproteine exprimiert werden. 

22. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten humanen Glyko- 
proteinen, dadurch gekennzeichnet, dass das System nach Anspruch 
16 oder 17 oder Pflanzen oder Insekten bzw. Zellen, die nach ei- 
nem Verfahren gemaS Anspruch 2 0 hergestellt sind, mit dem Gen, 
das fur das Glykoprotein codiert, transf ektiert ist (sind) , so 
dass die rekombinanten Glykoproteine exprimiert werden. 

23. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten humanen Glyko- 
proteinen zur medizinischen Verwendung, dadurch gekennzeichnet, 
dass das System nach Anspruch 16 oder 17 oder Pflanzen oder In- 
sekten bzw. Zellen, die nach einem Verfahren gemaS Anspruch 2 0 
hergestellt sind, mit dem Gen, das fur das Glykoprotein codiert, 
transf ektiert ist (sind) , so dass die rekombinanten Glykoproteine 
exprimiert werden. 

24. Rekombinante Glykoproteine, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
nach dem Verfahren gemaS Anspruch 21 in pflanzlichen oder Insek- 
ten-Systemen hergestellt wurden und dass die Glykoproteine unter 
50%, insbesondere unter 20%, besonders bevorzugt 0%, der in nicht 
Fucosyl transf erase reduzierten pflanzlichen oder Insekten-Syste- 
men expr imier ten Proteinen vorkommenden al , 3-gebundenen Fucose- 
Reste aufweist. 

25. Rekombinante humane Glykoproteine, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie nach dem Verfahren gemaS Anspruch 22 in pflanzlichen 
oder Insekten- Systemen hergestellt wurden und dass die Glykopro- 
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teine unter 50%, insbesondere unter 20%, besonders bevorzugt 0%, 
der in nicht Fucosyltransf erase reduzierten pflanzlichen Oder 
Insekten-Systemen exprimierten Proteinen vorkommenden ctl,3-ge- 
bundenen Fucose-Reste aufweist. 

26. Rekombinante humane Glykoproteine zur medizinischen Verwen- 
dung, dadurch gekennzeichnet , dass sie nach dem Verfahren gemaE 
Anspruch 23 in pflanzlichen oder Insekten-Systemen hergestellt 
wurden und dass die Glykoproteine unter 50%, insbesondere unter 
20%, besonders bevorzugt ™0%~, der in nicht" Fucosyltransf erase re- 
duzierten pflanzlichen oder Insekten-Systemen exprimierten Pro- 
teinen vorkommenden al , 3 -gebundenen Fucose-Reste aufweist. 

27. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie rekombinante Glykoproteine nach einem der Anspriiche 24 
bis 2 6 umfasst. 

28. Verfahren zum Selektieren von DNA-Molekiilen, die fur eine 
GlcNAc-al , 3-Fucosyl transferase codieren, in einer Probe, dadurch 
gekennzeichnet, dass DNA-Molekule gemaE Anspruch 7 zur Probe zu- 
gesetzt werden, die an die DNA-Molekule, die fur eine GlcNAc- • 
al, 3 -Fucosyltransf erase codieren, binden. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Probe genomische DNA eines pflanzlichen bzw. Insekten-Organismus 
umfasst . 

30. DNA-Molekule, die fur eine GlcNAc-al , 3-Fucosyl transferase 
codieren, dadurch gekennzeichnet, dass sie nach dem Verfahren 
gemaS Anspruch 2 8 oder 2 9 selektiert und anschlieSend aus der 
Probe isoliert wurden. 

31. Preparation von GlcNAc-al , 3-Fucosyl transferase , die nach 
einem Verfahren gemaS Anspruch 13 kloniert wurde, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie Isoformen mit pl-Werten zwischen 6.8 und 
8.2 aufweist. 

32. Preparation nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie Isoformen mit pl-Werten von 6.8, 7.1 und 7.6 aufweist. 
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33. Verfahren zur Herstellung von verpf lanzlichten Kohl enhy drat - 
Einheiten von menschlichen und anderen Wirbeltier-Glykoproteinen, 
dadurch gekennzeichnet , dass zu einer Probe, die eine Kohlenhy- 
drat-Eiriheit bzw. ein Glykoprotein umfasst, Fucose-Einheiten so- 
wie von einem DNA-Molekiil nach einem der Anspriiche 1 bis 7 
codierte GlcNAc-otl , 3 -Fucosyl transferase zugesetzt werden, so dass 
Fucose in al , 3-Stellung durch die GlcNAc-al , 3-Fucosyl transferase 
an die Kohlenhydrat-Einheit bzw. das Glykoprotein gebunden wird. 
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WHAT WE CLAIM IS: 



1. A DNA molecule, characterized in that it comprises a se- 
quence according to SEQ ID NO 1 with an open reading frame from 
base pair 211 to base pair 1740, or is at least 50% homologous 
with the above sequence, or hybridizes with the above sequence 
under stringent conditions, or comprises a sequence which has de- 
generated to the above DNA sequence due to the genetic code, with 
the sequence coding for a plant protein having fucosyl transfe- 
rase activity or being complementary thereto. 

- 2. A DNA- -molecule- according to claim -1.,. -characterized in, . 
that it codes for a protein having GlcNAc-al , 3 -fucosyl transfe- 
rase activity, particularly core-al , 3-f ucosyl transferase activ- 
ity. 

3. A DNA molecule according to claims 1 or 2 , characterized 
in that it is at least 70-80%, particularly preferably at least 
95% homologous with the sequence according to SEQ ID NO 1. 

4 . A DNA molecule according to any one of claims 1 to 3 , 
characterized in that it comprises 2150 to 2250, particularly 
2198 base pairs . 

5. A DNA molecule, characterized in that it comprises a se- 
quence according to SEQ ID NO 3, or comprises a sequence which is 
at least 85%, particularly at least 95% homologous with the above 
sequence or hybridizes with the above sequence under stringent 
conditions or has degenerated to the above DNA sequence due to 
the genetic code. 

6. A DNA molecule, characterized in that it comprises a par- 
tial sequence of a DNA molecule according to any one of claims 1 
to 4 and is at least 80% homologous with SEQ ID NO: 1 and has a 
size of 20 to 200, preferably 30 to 50 base pairs. 

7. A DNA molecule according to any one of claims 1 to 6 , 
characterized in that it is covalently associated with a detect- 
able marker substance. 

8. A biologically functional vector, characterized in that 
it comprises a DNA molecule according to any one of claims 1 to 7 
or parts thereof of different length having at least 2 0 base 
pairs . 

9. A biologically functional vector, characterized in that 
it comprises a DNA molecule according to any one of, claims 1 to 

7 or parts thereof of different length being inversely orientated 
with respect to the promotor. 
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10. A DNA molecule coding for a ribozyme, characterized in 
that it has two sequence sections, each of which has a length of 
at least 10 to 15 base pairs and which are complementary to the 
sequence sections of a DNA molecule according to any one of 
claims 1 to 7 so that said ribozyme complexes and cuts the mRNA 
transcribed by a natural GlcNAc-al , 3-f ucosyl transferase DNA 
molecule . 

11. A biologically functional vector, characterized in that 
it comprises a DNA molecule according to claim 10. 

- 12 . A method of preparing- a- cDNA comprising, a _DNA molecule 
according to any one of claims 1 to 5 , characterized in that RNA 
is isolated from insect or plant cells, particularly from hypo- 
cotylous cells, and with said RNA a reverse transcription is ef- 
fected after the addition of a reverse transcriptase and primers. 

13. A method of cloning a GlcNAc-al , 3-f ucosyl transferase, 
characterized in that a DNA molecule according to any one of 
claims 1 to 5 is cloned into a vector subsequently transfected 
into a host cell or a host, with cell lines being obtained by 
means of selection and amplification of transfected host cells, 
which cell lines express the active GlcNAc-al , 3-f ucosyl transfe- 
rase. 

14 . A method of preparing recombinant host cells, particu- 
larly plant or insect cells, or plants or insects, respectively, 
wherein the production of GlcNAc-a-1 , 3-f ucosyl transferase is 
suppressed or completely stopped, characterized in that at least 
one of the vectors according to claims 8, 9 or 11 and a vector 
comprising a DNA molecule according to any one of claims 1 to 7, 
whereby said DNA sequence comprises a deletion, insertion and/or 
substitution mutation, respectively, is inserted into said host 
cell, or plant or insect, respectively. 

15. A method of preparing recombinant host cells, particularly 
plant or insect cells, or plants or insects, respectively, char- 
acterized in that the DNA molecule according to any one of claims 
1 to 7, whereby said DNA sequence comprises a deletion, insertion 
and/or substitution mutation, is inserted into the genome of said 
host cell, or plant or insect, respectively, at the position of 
the non- mutated, homologous sequence. 

16. Recombinant plants or plant cells, characterized in that 
they are prepared according to a method according to claims 14 or 
15 and that their GlcNAc-al , 3-f ucosyl transferase production is 
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suppressed or completely stopped. 

17. Recombinant insects or insect cells, characterized in 
that they are prepared according to a method according to claims 
14 or 15 and that their GlcNAc-ocl , 3-f ucosyl transferase produc- 
tion is suppressed or completely stopped. 

18. A PNA (peptide nucleic acid) molecule, characterized in 
that it comprises a base sequence complementary to the sequence 
of a DNA molecule according to any one of claims 1 to 6 and par- 
tial sequences thereof. 

- 19r A PNA molecule, characterized in that it comprises, a 
base sequence corresponding to the sequence of a DNA molecule ac- 
cording to any one of claims 1 to 6 and partial sequences 
thereof. 

20. A method of producing plants or insects, or cells, re- 
spectively, particularly plant or insect cells having blocked ex- 
pression of GlcNAc-ocl, 3-f ucosyl transferase at the transcription 
or translation level, characterized in that PNA molecules accord- 
ing to claims 18 or 19 are inserted into the cells. 

21. A method of producing recombinant glycoproteins, charac- 
terized in that the system according to claims 16 or 17 or plants 
or insects, or cells, respectively, which are prepared according 
to a method according to claim 20, is (are) transfected with the 
gene that expresses the glycoprotein so that the recombinant gly- 
coproteins are expressed. 

22. A method of producing recombinant human glycoproteins, 
characterized in that the system according to claims 16 or 17 or 
plants or insects, or cells, respectively, which are prepared ac- 
cording to a method according to claim 20, is (are) transfected 
with the gene that expresses the glycoprotein so that the recom- 
binant glycoproteins are expressed. 

23 . A method of producing recombinant human glycoproteins 
for medical use, characterized in that the system according to 
claims 16 or 17 or plants or insects, or cells, respectively, 
which are prepared according to a method according to claim 20, 
is (are) transfected with the gene that expresses the glycopro- . 
tein so that the recombinant glycoproteins are expressed. 

24. Recombinant glycoproteins, characterized in that they 
are prepared according to the method according to claim 21 in 
plant or insect systems and that their peptide sequence" has less 
than 50%, particularly less than 20%, particularly preferably 0% 



REPLACEMENT SHEET -43- PCT/ATOO/ 00040 

of cxl,3-bound fucose residues present in proteins expressed in 
non-fucosyl transferase reduced plant or insect . systems . 

25. Recombinant human glycoproteins, characterized in that 
they are prepared according to the method according to claim 22 
in plant or insect systems and that their peptide sequence has 
less than 50%, particularly less than 20%, particularly prefera- 
bly 0% of al,3-bound fucose residues present in proteins ex- 
pressed in non-fucosyl transferase reduced plant or insect 
systems. 

2 6. Recombinant human glycoproteins for. medical use, charac- 
terized in that they are prepared according to the method accord- 
ing to claim 23 in plant or insect systems and that their peptide 
sequence has less than 50%, particularly less than 20%, particu- 
larly preferably 0% of al,3-bound fucose residues present in pro- 
teins expressed in non-fucosyl transferase reduced plant or 
insect systems. 

27. A pharmaceutical composition, characterized in that it 
comprises recombinant glycoproteins according to any one of 
claims 24 to 26. 

28. A method of selecting DNA molecules coding for a GlcNAc- 
ocl, 3-fucosyl transferase, in a sample, characterized in that DNA 
molecules according to claim 7 are added to said sample, which 
molecules bind to the DNA molecules coding for a GlcNAc-al , 3-fu- 
cosyl transferase. 

29. A method according to claim 28, characterized in that 
said sample comprises genomic DNA of a plant or insect organism. 

30. DNA molecules coding for a GlcNAc-al , 3-fucosyl transfe- 
rase, characterized in that they are selected according to the 
method according to claims 2 8 or 2 9 and are subsequently isolated 
from the sample. 

31. A preparation of GlcNAc-al , 3-fucosyl transferase cloned 
according to a method according to claim 13, characterized in 
that it has isoforms having pi values of between 6.8 and 8.2. 

32. A preparation according to claim 31, characterized in 
that it has isoforms having pi values of 6.8, 7.1 and 7.6. 

33. A method of preparing plantified carbohydrate units of 
human and other vertebrate glycoproteins, characterized in that 
to a sample comprising a carbohydrate unit or a glycoprotein, re- 
spectively, are added fucose units and GlcNAc-al , 3-fucosyl trans- 
ferase coded by a DNA molecule according to any one of claims 1 
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to 7 so that fucose is bound to said carbohydrate unit or said 
glycoprotein, respectively, at the <xl , 3-position by said GlcNAc- 
al , 3-fucosyl transferase . 
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(57) Abstract 



The invention relates to a DNA molecule which comprises a sequence according to SEQ ID No: 1 with an open reading frame of 
base pair 211 to base pair 1740 or which exhibits at least 50 % homology to the above-mentioned sequence, or which is hybridized with 
the above-mentioned sequence under stringent conditions, or which comprises a sequence that is degenerated to the above-mentioned DNA 
sequence due to the genetic code. The sequence codes for a vegetable protein comprising a fucosyl transferase activity or is complementary 
thereto. 



(57) Zusammenfassung 

Es wird ein DNA-Molekiil zur Verfugung gestellt, das eine Sequenz gemaB der SEQ ID No: 1 mit einem offenen Leserahmen von 
Basenpaar 211 bis Basenpaar 1740 umfasst oder zumindest 50 % Homologie zur obengenannten Sequenz aufweist oder unter stringenten 
Bedingungen mit der oben genannten Sequenz hybridisiert oder eine Sequenz umfasst, die infolge des genetischen Codes zur oben genannten 
DNA-Sequenz degeneriert ist, wobei die Sequenz far ein pflanzliches Protein mit einer Fucosyltransferase-Aktivitat codiert oder dazu 
komplementar ist. 
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Fucosyl transferase -Gen 

Die" Erf indung betrifft Polynukleotide , die fur eine Fucosyl- 
transf erase codieren. Weiters betrifft die Erf indung Teilsequen- 
zen dieser Polynukleotide sowie Vektoren mit diesen Polynukleo- 
tiden, rekombinante Wirtszellen, Pflanzen und Insekten, die mit 
den Polynukleotiden bzw. davon abstammender DNA transf ektiert 
sind sowie die in diesen Systemen produzierten Glykoproteine. 

"Glykoproteine weisen eine Vi el fait und Komplex-itat von Koh- 
lenhydrat-Einheiten auf , wobei die Zusammensetzung und Anordnung 
der Kohlenhydrate fur unterschiedliche Organismen charakteri- 
stisch ist . Die Oligosaccharid-Einheiten der Glykoproteine haben 
eine Reihe von Aufgaben, so sind sie z.B. wichtig in der Stoff- 
wechselregulation, sie sind an der Vermittlung von Zell-Zell- 
Wechselwirkungen beteiligt, sie bestimmen die Zirkulationszeiten 
von Proteinen im Blutkreislauf und sie sind ausschlaggebend fur 
die Erkennung von Epitopen in Antigen-Antikorper-Reaktionen . 

Die Glykosylierung von Glykoproteinen beginnt im endoplasma- 
tischen Retikulum (ER) , wo die Oligosaccharide entweder durch N- 
glykosidische Bindungen an Asparagin-Seitenketten oder durch O- 
glykosidische Bindungen an Serin- oder Threonin-Seitenketten ge- 
bunden werden. Die N-gebundenen Oligosaccharide enthalten ein 
gemeinsames Core aus einer Pentasaccharid-Einheit , die aus drei 
Mannose- und zwei N-Acetylglucosaminresten besteht. Zur weiteren 
Modifikation der Kohlenhydrat -Einheiten werden die Proteine vom 
ER zum Golgi-Komplex transport iert . Die Struktur der N-gebunde- 
nen Oligosaccharideinheiten von Glykoproteinen wird von ihrer 
Konformation und der Zusammensetzung der Glykosyltransf erasen 
der Golgi-Kompartimente bestimmt, in denen sie prozessiert 
werden . 

Es wurde gezeigt, dass im Golgi-Komplex einiger Pflanzen- 
und Insektenzellen die Core-Pentasaccharideinheit durch Xylose 
und al , 3-gebundene Fucose substituiert wird (P. Lerouge et al . 
1998 Plant Mol . Biol. 38, 31-48-; Rayon et al. 1998 L . Exp. Bot . 
49, 1463-1472) * Das entstehende Heptasaccharid "MMXF 3 " stellt 
den Hauptoligosaccharid Typ in Pflanzen dar (Kurosaka et al. 
1991 J.Biol.Chem. , 266, 4168-4172). So weisen z.B. die Meer- 
rettich Peroxidase, Karotten jS-Fructosidase und Erythrina 
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cristagalli Lectin als auch die Honigbienengif t Phospholipase A2 
Oder die neuronalen Membran Glykoproteine aus Insekten Embryonen 
orl,3-Fucosereste, die an das Glykancore gebunden sind, auf . 
Diese Strukturen werden auch komplexe N-Glykane bzw. Mannose 
defiziente oder trunkierte N-Glykane genannt . Die c*-Mannosyl- 
reste konnen weiters durch GlcNAc ersetzt werden, an die Galak- 
tose und Fucose gebunden sind, so dass eine Struktur hergestellt 
wird, die dem humanen Lewis a Epitop entspricht (Melo et al . 
1997, FEBS Lett. 415, 186-191; Fitchette-Laine et al . 1997 Plant 
J. 12, 1411-1417) . 

Weder die Xylose noch die al , 3 -gebundene Fucose kommen in 
Saugerglykoproteinen vor. Es stellte sich heraus, dass die Core- 
«1, 3 -Fucose eine wichtige Rolle in der Epitoperkennung von An- 
tikorpern spielt, die gegen pflanzliche und Insekten-N-gebundene 
Oligosaccharide gerichtet sind (I.B.H. Wilson et al . , Glycobio- 
logy Vol. 8, Nr. 7, S. 651-661, 1998) und dadurch Immunreaktio- 
nen im menschlichen oder tierischen Korper gegen diese Oligo- 
saccharide auslosen. Der al , 3 -Fucoserest scheint weiters eine 
der Hauptursachen fur die weit verbreitete allergische Kreuz- 
reaktivitat zwischen verschiedenen pflanzlichen und Insekten- 
Allergenen zu sein (Tretter et al . , Int. Arch. Allergy Immunol. 
1993; 102:259-266) und wird auch "kreuzreaktive Kohlenhydrat 
Determinante" (CCD) genannt. Bei einer Studie von Epitopen von 
Tomaten und Graspollen wurden ebenfalls al , 3 -gebundene Fucose- 
resten als gemeinsame Determinante f estgestellt , was der Grund 
fur das haufige gemeinsame Auf tret en von Tomaten- und Graspol- 
lenallergien in Patienten zu sein scheint (Petersen et al. 1996, 
J. Allergy Clin. Immunol., Vol 98, 4; 805-814). Die CCDs ver- 
schleiern weiters durch das haufige Auftreten von immunologi- 
schen Kreuzreaktionen Allergie-Diagnosen . 

Diese immunologischen Reaktionen, die von pflanzlichen Pro- 
teinen im menschlichen Korper ausgelost werden, sind das Haupt- 
problem bei der medizinischen Verwendung von in Pflanzen produ- 
zierten, rekombinanten menschlichen Proteinen. Urn dieses Problem 
zu umgehen, musste die al , 3 Core-Fucosylierung verhindert wer- 
den. Es konnte in einer Studien gezeigt werden, dass Oligo- 
saccharide, die anstelle einer L-Fucose ( 6 -Deoxy-L-Galaktose) 
eine L-Galaktose aufweisen, dennoch voll biologisch aktiv sind 
(E. Zablackis et al . 1996, Science, Vol 272). GemaS einer ande- 
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ren Studie wurde eine Mutante der Pflanze Arabidopsis thaliana 
isoliert, dem die N-Acetyl -Glucosaminyl -Transferase I fehlt, das 
erste Enzym in der Biosynthese von komplexen Glykanen. Die Bio- 
syntheae der komplexen Glykoproteine in dieser Mutante ist damit 
gestort . Dennoch sind diese mutierten Pflanzen in der Lage, sich 
unter bestimmten Bedingungen normal zu entwickeln (A. Schaewen 
et al. 1993, Plant Physiol. 102; 1109-1118). 

Urn die Bindung der Core-orl,3 Fucose in einem Oligosaccharid 
gezielt zu unterbinden, ohne auch in andere Glykosylierungs- 
schritte einzugreifen, musste nur das Enzym ausgeschalten wer- 
den, das direkt fur diese spezifische Glykosylierung verantwort- 
lich ist, namlich die Core-al , 3 -Fucosyltransf erase . Sie wurde 
erstmals aus Mungo Bohnen isoliert und charakterisiert , wobei 
f estgestellt wurde, dass die Aktivitat dieses Enzyms abhangig 
von der Gegenwart von nichtreduzierenden GlcNAc-Enden ist 
(Staudacher et al . , 1995, Glycoconjugate J. 12, 780-786). Diese 
Transferase, die nur in Pflanzen und Insekten, nicht aber im 
Menschen oder anderen Wirbeltieren vorkommt , musste gezielt in- 
aktiviert oder unterdruckt werden, so dass menschliche Proteine, 
die in Pflanzen oder pflanzlichen Zellen bzw. auch Insekten oder 
-zellen hergestellt werden, dieses Immunreaktionen auslosende 
Epitop nicht mehr wie bisher aufweisen. 

Die Schrift von John M. Burke "Clearing the way for 
ribozymes" (Nature Biotechnology 15:414-415; 1997) betrifft die 
generelle Funktionsweise von Ribozymen. 

Die Schrift von Pooga et al "Cell penetrating PNA constructs 
regulate galanin receptor levels and modify pain transmission in 
vivo" (Nature Biotechnology 16:857-861; 1998) betrifft PNA-Mole- 
kiile allgemein und spezifisch ein PNA-Molekul, das komplementar 
zur humanen Galaninrezeptortyp 1 mRNA ist. 

Die US 5 272 066 A betrifft ein Verfahren zur Veranderung 
von eukaryotischen und prokaryotischen Proteinen, um ihre in 
vivo-Zirkulation zu verlangern. Dabei werden die gebundenen 
Oligosaccharide mit Hilfe von verschiedenen Enzymen, darunter 
auch die GlcNAc-orl-^3 (4 ) -Fucosyltransf erase verandert . 

Die EP 0 643 132 Al betrifft die Klonierung einer al,3-Fuco- 
syltransf erase , die aus humanen Zellen (THP-1) isoliert wird. 
Die in dieser Schrift beschriebenen Kohlenwasserstof f ketten 
entsprechen den menschlichen Sialyl Lewis x- und Sialyl Lewis a- 
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Oligosacchariden. Die Spezifitat des Enzyms aus humanen Zellen 
ist eine ganz andere als die Fucosyltransf erase aus pflanzlichen 
Zellen. 

Es-ist ein Ziel der vorliegenden Erfindung, das Gen, das fur 
eine pflanzliche Fucosyltransf erase codiert, zu klonieren und zu 
sequenzieren, Vektoren umfassend dieses Gen, DNA-Stucke davon 
oder geanderte oder davon abgeleitete DNA herzustellen, Pflanzen 
und Insekten sowie Zellen davon mit einem dieser Vektoren zu 
transf ektieren, Glykoproteine herzustellen, die die normaler- 
weise vorkommende al,3-Core Fucose nicht umfassen, sowie ent- 
sprechende Verfahren zur Verfugung zu stellen. 

Die erf indungsgemafie Aufgabe wird gelost durch ein DNA- Mole - 
kul, das eine Sequenz gemaS der SEQ ID No: 1 (in dieser Schrift 
wurde der IUPAC-Code verwendet, wobei "N" fur Inosin steht) mit 
einem offenen Leserahmen von Basenpaar 211 bis Basenpaar 1740 
umfasst oder zumindest 50% Homologie zur obengenannten Sequenz 
aufweist oder unter stringenten Bedingungen mit der oben genann- 
ten Sequenz hybridisiert oder eine Sequenz umfasst, die infolge 
des genet ischen Codes zur oben genannten DNA- Sequenz degeneriert 
ist, wobei die Sequenz fur ein pflanzliches Protein mit einer 
Fucosyltransf erase-Aktivitat codiert oder dazu komplementar ist. 

Diese Sequenz, die zuvor noch nie beschrieben wurde, eignet 
sich ausgezeichnet fur jegliche Experimente, Analysen und Her- 
stellungsverf ahren etc., die sich auf die pflanzliche Fucosyl- 
transf erase-Aktivitat beziehen. Dabei ist sowohl die DNA- Sequenz 
als auch das von dieser Sequenz codierte Protein von Interesse, 
wobei aber insbesondere die DNA- Sequenz fur die Unterbindung der 
Fucosyltransf erase-Aktivitat herangezogen wird. 

Der offene Leserahmen der Sequenz mit der SEQ ID No: 1 
codiert fur ein Protein mit 510 Aminosauren und mit einem theo- 
retischen Molekulargewicht von 56,8 kDa, wobei im Bereich 
zwischen Asn3 6 und Gly54 vermutlich ein transmembranes Stuck 
vorliegt. Der errechnete pl-Wert des codierten Proteins der Se- 
quenz gemaS der SEQ ID No: 1 betragt 7,51. 

Die Aktivitat der pflanzlichen Fucosyltransf erase wird durch 
ein Verfahren nachgewiesen und gemessen, wobei die Fucosyl trans- 
ferase zu einer Probe umfassend markierte Fucose und einen an 
einen Trager, z.B. Sepharose, gebundenen Akzeptor (z.B. ein 
Glykoprotein) zugesetzt wird. Nach der Reaktionszeit wird die 
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Probe gewaschen und der Gehalt an gebundener Fucose gemessen. 
Die Aktivitat der Fucosyltransf erase wird dabei als positiv 
angesehen, wenn die Aktivitatsmessung zumindest urn 10 bis 20%, 
insbesondere zumindest urn 3 0 bis 50% hoher liegt als die Aktivi- 
tatsmessung der Negativkontrolle. Die Struktur des Glykoproteins 
kann zusatzlich mittels HPLC verifiziert werden. Solche Proto- 
kolle sind Stand der Technik (Staudacher et al . 1998 , Anal. 
Biochem. 246 , 96-101; Staudacher et al . 1991, Eur. J. Biochem. 
199, 745-751) . 

Beispielsweise wird Fucosyltransf erase zu einer Probe um- 
fassend radioaktiv markierter Fucose und einen Akzeptor, z.B. 
GlcNActfl - 2Manal - 3 (GlcNAc/?l - 2Mancxl - 6 ) Man/Sl - 4GlcNAc01 - 4GlcNAc/3l - 
Asn, zugesetzt. Nach Reaktionszeit wird die Probe durch Anio- 
nenaustauschchromatographie gereinigt und der Gehalt an gebunde- 
ner Fucose gemessen. Aus der Differenz der gemessenen Radioakti- 
vitat der Probe mit Akzeptor und der einer Negativkontrolle ohne 
Akzeptor kann die Aktivitat errechnet werden. Die Aktivitat der 
Fucosyltransf erase wird bereits als positiv gewertet, wenn die 
gemessene Radioaktivitat zumindest urn 3 0-4 0% hoher liegt als die 
gemessene Radioaktivitat der Negativprobe . 

Die Paarung von zwei DNA-Molekulen kann durch die Wahl der 
Temperatur und Ionenstarke der Probe verandert werden. Unter 
stringent en Bedingungen, werden erf indungegmaE Bedingungen ver- 
standen, die eine exakte, stringente, Bindung ermoglichen. Z.B. 
werden die DNA-Molekule in 7% Natrium Dodecyl Sulf at (SDS) , 0,5M 
NaP04 pH 7,0; ImM EDTA bei 50°C hybridisiert und mit 1% SDS bei 
42 °C gewaschen. 

Ob Sequenzen eine zumindest 50% Homologie zur SEQ ID No: 1 
aufweisen, kann z.B. mit dem Programm FastDB der EMBL oder 
SWISSPROT Datenbank ermittelt werden. 

Bevorzugterweise codiert die Sequenz des erf indungsgema&en 
DNA-Molekuls fur ein Protein mit einer GlcNAc-orl , 3 - Fucosyl trans - 
f erase-Aktivitat , insbesondere mit einer Core-Ofl , 3 -Fucosyl trans - 
f erase-Aktivitat . Wie oben bereits beschrieben, kommt die Core- 
q;1, 3-Fucosyltranf erase in Pflanzen und Insekten, nicht aber im 
menschlichen Organismus vor, so dass insbesondere diese DNA- 
Sequenz geeignet ist, in Fucosyltransf erase-spezif ischen Ana- 
lysen und Experimenten sowie Produktionsverf ahren verwendet zu 
werden. Unter einer Core-al, 3 -Fucosyltransf erase wird insbeson- 
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dere die GDP-L-Fuc :Asn-gebundene GlcNAc-ai , 3-Fucosyltransf erase 
verstanden. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist mit der 
Bezeichnung orl , 3 -Fucosyl- transferase in der Regel insbesondere 
die Core-al, 3-Fucosyltransf erase gemeint . Zur oben beschriebenen 
Aktivitatsmessung dienen dabei insbesondere Akzeptoren mit einem 
nicht reduzierenden GlcNAc-Ende . Solche Akzeptoren sind z.B. 
GlcNActfl- 2Mano;l-3 (GlcNAc£l-2Manal-6) Man,gl-4GlcNAc/?l-4GlcNAc£l- 
Asn, GlcNAc£l-2Manorl-3 (GlcNAc/?l-2Manal-6) Man/?l-4GlcNAc/3l- 
4 (Fucal-6GlcNAc/?l-Asn und GlcNAc/Sl-2Manal-3 [Manal-3 (Manal- 
6)Manorl-6]Man£l-4GlcNAc,&l-4GlcNAc/3l-Asn. Ob die Fucose gebunden 
ist, kann weiters durch Messen der Unempf indlichkeit gegeniiber 
der N-Glykosidase F festgestellt werden, was mit Hilfe der 
Massenspektrometrie nachgewiesen werden kann. 

Bevorzugterweise weist das erf indungsgemaSe DNA-Molekul zu- 
mindest 70-80%, besonders bevorzugt zumindest 95%, Homologie zur 
Seguenz gema£ der SEQ ID No: 1 auf. Diese Sequenz codiert fur 
eine besonders aktive GlcNAc-al , 3 -Fucosyl trans f erase . Da die 
DNA-Sequenz je nach Pflanze bzw. Insekt mehr oder weniger ver- 
andert sein kann, weist eine Sequenz, die z.B. 70% Homologie zur 
Seguenz gemafi der SEQ ID No: 1 auf weist, ebenfalls eine Fucosyl - 
transferase-Aktivitat auf, die ausreicht, urn fur Analysen, Expe- 
rimente oder Herstellungsverf ahren wie oben beschrieben verwen- 
det zu werden. 

Nach einer weiteren vorteilhaf ten Ausf uhrungsf orm umfasst 
das DNA-Molekiil 2150 bis 2250, insbesondere 2198, Basenpaare . 
Dieses DNA-Molekiil weist 100 bis 3 00, vorzugsweise 210, Basen- 
paare stromauf warts vor dem Startcodon auf sowie 350 bis 440, 
insbesondere 458, Basenpaare stromabwarts nach dem Stopcodon des 
offenen Leserahmens auf, wobei das Ende des DNA-Molekuls vor- 
zugsweise einen 3 1 -Poly (A) -Schwanz umfasst. Auf diese Weise ist 
eine einwandfreie Regulation auf dem Niveau der Translation 
gesichert, und es wird ein DNA-Molekiil zur Verfugung gestellt, 
das besonders effizient und problemlos fiir eine aktive GlcNAc- 
orl, 3-Fucosyltransf erase codiert. 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiters ein DNA-Molekiil, 
das eine Sequenz gemalS der SEQ ID No: 3 umfasst oder eine 
Sequenz umfasst, die zumindest 85%, besonders bevorzugt zumin- 
dest 95%, insbesondere zumindest 99%, Homologie zur oben genann- 
ten Sequenz aufweist oder unter stringenten Bedingungen mit der 
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oben genannten Sequenz hybridisiert Oder die infolge des genet i- 
schen Codes zur oben genannten DNA Sequenz degeneriert ist . Die 
Homologie wird vorzugsweise mit einem Program bestimmt, das 
Insertfbnen und Deletionen erkennt und diese nicht in der Homo- 
logie -Berechnung berucksichtigt . Diese Nukleotidsequenz codiert 
fur ein konserviertes Peptid-Motiv, d.h. dass die Mehrheit der 
aktiven und f unktionierenden GlcNAc-<xl , 3 -Fucosyltransf erasen die 
dadurch codierte Aminosaurensequenz umfasst . Die Sequenz kann 
dabei sowohl die gleiche Grofie wie die Sequenz gemaS der SEQ ID 
No: 3 aufweiseh; oder aber selbstverstandlich auch groSer sein. 
Diese Sequenz weist eine geringere Lange auf als die Sequenz, 
die fur das gesamte Protein codiert, und ist somit weniger an- 
fallig fur Rekombinationeh, Deletionen oder andere Mutationen, 
Aufgrund des konservierten Motivs und ihrer erhohten Stabilitat 
eignet sich diese Sequenz besonders gut fur Sequenzerkennungs- 
Tests . 

Die SEQ ID No: 3 weist folgende Sequenz auf: 
5 1 -gaagccctgaagcactacaaatttagcttagcgtttgaaaattcgaatgaggaag 
attatgtaactgaaaaattcttccaatcccttgttgctggaactgtccct - 3 ■ 

GemaS einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfin- 
dung ein DNA-Molekul, das eine Teilsequenz eines der oben ge- 
nannten DNA-Molekule umfasst und eine GroSe von 20 bis 200, vor- 
zugsweise 30 bis 50, Basenpaaren auf weist* Das DNA-Molekul kann 
beispielsweise dazu eingesetzt werden, als Sonde an komplemen- 
tare Sequenzen von GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erasen zu binden, so 
dass diese aus einer Probe selektiert werden konnen. Auf diese 
Weise konnen weitere GlcNAc-al, 3-Fucosyltransf erasen aus den 
verschiedensten Pflanzen und Insekten selektiert, isoliert und 
charakterisiert werden- Es konnen jede beliebige oder auch meh- 
rere verschiedene Teilsequenzen verwendet werden, insbesondere 
ein Teil des oben schon beschriebenen konservierten Motivs . 

Dabei ist es besonders vorteilhaft, wenn eines der oben ge- 
nannten DNA-Molekule kovalent mit einer nachweisbaren Markie- 
rungssubstanz assoziiert ist. Als Markierungssubstanz kommt 
jeder gebrauchliche Marker in Frage, so z.B. f luoreszierende, 
luminiszierende, radioaktive Marker, nicht- isotope Markierungen, 
wie Biotin, etc. Dadurch werden Reagenzien bereitgestellt , die 
fur den Nachweis, die Selektion und Quant if izierung von entspre- 
chenden DNA-Molekulen in festen Gewebeproben (z.B. von Pflanzen) 
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Oder auch in Fliissigkeitsproben durch Hybridisierungsverf ahren 
niitzlich sind. 

Ein^weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen biologisch 
funktionellen Vektor, der eines der oben genannten DNA-Molekiile 
Oder Telle unterschiedlicher Lange davon, mit mindestens 20 
Basenpaaren umfasst. Zur Transfektion in Wirtszellen ist ein 
eigenstandiger, vermehrungsf ahiger Vektor notwendig, wobei je 
nach Wirtszelle, Transf ektionsmechanismus, Aufgabe und GroSe des 
DNA-Molekuls ein passender Vektor verwendet werden kann. Da eine 
groSe Zahl an verschiedenen Vektoren bekannt ist, wurde eine 
Aufzahlung den Rahmen der Anmeldung sprengen, so dass hier da- 
rauf verzichtet wird, insbesondere , da die Vektoren dem Fachmann 
bestens bekannt sind (beziiglich Vektoren sowie alien in dieser 
Schrift verwendeten Techniken und Begriffe, die dem Fachmann 
bekannt sind, siehe auch Sambrook Maniatis) . Idealerweise weist 
der Vektor eine geringe Molekiilmasse auf und sollte selektier- 
bare Gene aufweisen, urn in einer Zelle zu einem leicht erkenn- 
baren Phanotyp zu fiihren, so dass eine einfache Selektion von 
vektorhaltigen und vektorfreien Wirtszellen moglich ist. Urn eine 
hohe Ausbeute an DNA und entsprechenden Genprodukten zu erhal- 
ten, sollte der Vektor einen starken Promoter, sowie einen 
Enhancer, Genamplif ikationssignale und Regulatorseguenzen auf- 
weisen. Fur eine autonome Replikation des Vektors ist weiters 
ein Replikationsur sprung wichtig. Polyadenylierungsstellen sind 
fur eine korrekte Prozessierung der mRNA und SpleiSsignale fur 
die von RNA- Trans crip ten verantwortlich. Werden Phagen, Viren 
oder Viruspartikel als Vektoren verwendet, steuern Verpackungs- 
signale die Verpackung der Vektor-DNA. Z.B. sind fur die Tran- 
skription in Pflanzen Ti-Plasmide geeignet und fur die Tran- 
skription in Insektenzellen Baculoviren, bzw. in Insekten 
Transposons, wie das P Element. 

Wird der oben beschriebene erf indungsgemaEe Vektor in eine 
Pflanze oder Pf lanzenzelle eingeschleust , so wird eine posttran- 
skriptionelle Unterdriickung der Genexpression des endogenen 
al^-Fucosyltransferase-Gens durch Transkription eines zu diesem 
homologen Transgens oder Teilen davon in Sense -Orientierung er- 
reicht. Fur diese Sense-Technik wird weiters auf die Schriften 
Baulcombe 1996, Plant . Mol . Biol . . 9:373-382 und Brigneti et al 
1998, EMBO J. 1-7:6739-6746 verwiesen . Diese Strategie des "Gen- 
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Silencing" stellt eine wirkungsvolle Moglichkeit dar, die Ex- 
pression des orl, 3-Fucosyltransferase-Gens zu unterdrucken, s. 
auch Waterhouse et al . 1998, Proc .Natl .Acad . Sci . USA, 95:13959- 
13964. — 

Weiters betrifft die Erfindung einen biologisch funktionel- 
len Vektor, der ein DNA-Molekiil gemaE einem der oben beschrie- 
benen Ausf iihrungsf ormen oder Teile unterschiedlicher Lange davon 
in inverser Orientierung zum Promotor umf asst . Wird dieser 
Vektor in eine Wirtszelle transf ektiert , wird eine "Antisense- 
mRNA" abgelesen, die komplementar zur mRNA der GlcNAc cvl,3-Fu- 
cosyltransf erase ist und diese komplexiert . Diese Bindung be- 
hindert entweder die korrekte Prozessierung, den Transport, die 
Stabilitat, oder durch Verhinderung der Ribosomenanlagerung die 
Translation und damit die normale Genexpression der GlcNAc al,3- 
Fucosyltransf erase . 

Obwohl die gesamte Sequenz des DNA-Molekiils in den Vektor 
eingebaut werden konnte, konnen Teilsequenzen davon aufgrund der 
geringeren GroSe fur bestimmte Zwecke vorteilhaf ter sein. Wich- 
tig ist z.B. beim Antisense-Aspekt , dass das DNA-Molekiil groS 
genug ist, um eine ausreichend groSe Ant i sense -mRNA zu bilden, 
die an die Transf erase -mRNA bindet . Beispielsweise umf asst ein 
geeignetes Antisense-RNA-Molekiil 50 bis 200 Nukleotide, da viele 
der bekannten natxirlich vorkommenden Antisense-RNA-Molekiilen 
etwa 10 0 Nukleotide umfassen. 

Fur eine besonders effektive Inhibierung der Expression 
einer aktiven al , 3 -Fucosyl transf erase ist . eine Kombination der 
Sense-Technik und Ant i sense -Technik geeignet (Waterhouse et al . 
1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95:13959-13964) . 

Vorteilhafterweise werden schnell hybridisierende RNA-Mole- 
kiile eingesetzt. Die Effizienz von Antisense-RNA-Molekvilen, die 
eine GroSe von uber 50 Nukleotiden aufweisen, hangt von der An- 
lagerungskinetik in vitro ab. So zeigen z.B. schnell anlagernde 
Antisense-RNA-Molekiile eine starkere Inhibition der Proteinex- 
primierung als langsam hybridisierende RNA-Molekule (Wagner et 
al. 1994, Annu. Rev. Microbiol., 48:713-742; Rittner et al . 
1993, Nucl. Acids Res, 21:1381-1387). Solche schnell hybridi- 
sierenden Antisense-RNA-Molekiile weisen insbesondere eine groBe 
Anzahl von externen Basen (freie Enden und Verbindungssequen- 
zen) , eine grofce Anzahl von strukturellen Subdomanen (Komponen- 
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ten), sowie einen geringen Grad an Schleifen (Patzel et al . 
1998; Nature Biotechnology, 16; 64-68) auf . Die hypothetischen 
Sekundarstrukturen des Antisense-RNA-Molekiils konnen z.B. mit 
Hilf e ^ines Compute rprogramms ermittelt werden, gema£ den, eine 
geeignete Antisense-RNA DNA-Sequenz ausgesucht wird. 

Es konnen unterschiedliche Sequenzregionen des DNA-Molekiils 
in den Vektor eingebaut werden. Eine Moglichkeit besteht z.B. 
darin, nur den Teil, der fiir die Ribosomenanlagerung verantwort- 
lich ist, in den Vektor einzubauen. Eine Blockierung in diesem 
Bereich der mRNA reicht aus, um die gesamte Translation zu stop- 
pen. Eine besonders hone Effizienz der Antisense-Molekule ergibt 
sich auch fur die 5'- und 3 • -untranslatierten Regionen des Gens. 

Vorzugsweise weist das erf indungsgemaSe DNA-Molekiil eine 
Sequenz auf, die eine Deletions-, Insertions- und/oder Substitu- 
tionsmutation umf asst . Die Anzahl der mutierten Nukleotide ist 
dabei variabel und reicht von einem einzigen bis zu mehreren 
deletierten, inserierten oder substituierten Nukleotiden. Es ist 
auch moglich, dass durch die Mutation der Leserahmen verschoben 
ist. Wichtig bei einem derartigen -Knockout -Gen" ist lediglich, 
dass die Expression einer GlcNAc al , 3 -Fucosyltransf erase gestort 
ist und die Bildung eines aktiven, f unktionellen Enzyms verhin- 
dert wird. Dabei ist die Stelle der Mutation variabel, solange 
die Exprimierung eines enzymatisch aktiven Proteins unterbunden 
ist. Vorzugsweise ist die Mutation im katalytischen Bereich des 
Enzyms, der sich im C-terminalen Bereich befindet. Die Verfahren 
zum Einfuhren von Mutationen in DNA-Sequenzen sind dem Fachmann 
bestens bekannt, so dass hier darauf verzichtet wird, naher auf 
die verschiedenen Moglichkeiten der Mutagenesen einzugehen. Es 
konnen sowohl zufallige Mutagenesen aber auch insbesondere ziel- 
gerichtete Mutagenesen, z.B. die site-directed-mutagenesis, die 
oligonukleotidgesteuerte Mutagenese oder Mutagenesen mit Hilfe 
von Restriktionsenzymen hier zur Anwendung kommen. 

Die Erfindung stellt weiters ein DNA-Molekiil zur Verfugung, 
das fiir ein Ribozym codiert, welches zwei Sequenzabschnitte von 
jeweils mindestens 10 bis 15 Basenpaaren auf weist, die Sequenz- 
abschnitten eines erf indungsgemaSen DNA-Molekiils wie oben be- 
schrieben komplementar sind, so dass das Ribozym die mRNA kom- 
plexiert und schneidet, die von einem natiirlichen GlcNAc-ai,3 
Fucosyltransf erase DNA-Molekiil transkribiert wird. Das Ribozym 
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erkennt die mRNA der GlcNAc-al,3 Fucosyltransf erase durch komp- 
lementare Basenpaarung mit der mRNA. Anschliefiend schneidet und 
zerstort das Ribozym die RNA in einer seguenzspezif ischen Art, 
bevor das Enzym translatiert wird. Nach Dissoziation vom ge- 
schnittenen Substrat, hybridisiert das Ribozym wiederholt mit 
RNA-Molekulen und wirkt als spezifische Endonuklease • Generell 
konnen Ribozyme spezifisch zur Inaktivierung einer bestimmten 
mRNA hergestellt werden, selbst wenn nicht die gesamte DNA-Se- 
quenz, die fur das Protein codiert, bekannt ist. Ribozyme sind 
besonders darin effizient, wenn die Ribosomen -langsam an der mRNA 
entlang gleiten. In diesem Fall ist es fur das Ribozym leichter, 
eine Ribosomen- freie Stelle an der mRNA zu finden. Aus diesem 
Grund sind langsame Ribosomen-Mutante als System fur Ribozyme 
ebenfalls geeignet (J.Burke, 1997, Nature Biotechnology; 15, 
414-415) . Dieses DNA-Molekul eignet sich besonders gut fur die 
Unterdruckung bzw. Unterbindung der Exprimierung einer pflanz- 
lichen GlcNAc-al, 3 -Fucosyltransf erase . 

Eine Moglichkeit besteht auch darin, eine abgewandelte Form 
eines Ribozyms einzusetzen, namlich ein Minizym. Insbesondere 
fur das Schneiden von grofieren mRNA-Molekulen sind Minizyme ef- 
fizient. Ein Minizym ist ein Hammerkopf -Ribozym, das anstelle 
der Stem/Loop II einen kurzen Oligonukleotid-Linker aufweist. 
Besonders effizient sind Dimer-Minizyme (Kuwabara et al . 1998, 
Nature Biotechnology, 16; 961-965) . 

Demnach betrifft die Erfindung ebenfalls einen biologisch 
funktionellen Vektor, der eines der beiden zuletztgenannten DNA- 
MolekQle (Mutations Oder Ribozym- DNA-Molekul) umfasst. Hierbei 
gilt das oben bezuglich Vektoren bereits Beschriebene . Ein sol- 
cher Vektor kann z.B. in einen Mikroorganismus eingeschleust und 
fur die Herstellung von hohen Konzentrationen der oben beschrie- 
benen DNA-Molekule verwendet werden. Weiters ist ein solcher 
Vektor besonders gut fur die Einschleusung des spezifischen DNA- 
Molekuls in einen pflanzlichen oder Insekten-Organismus geeig- 
net, um die GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase -Produktion in diesem 
Organismus einzuschranken oder vollig zu unterbinden. 

Gemafi der Erfindung wird ein Verfahren zur Herstellung einer 
cDNA umfassend das erf indungsgemaSe DNA-Molekul zur Verfugung 
gestellt, wobei RNA aus Insekten- bzw. pflanzlichen Zellen, 
insbesondere aus Hypokotyl- Zellen, isoliert wird, mit der nach 
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Zusetzen einer reversen Transkriptase und Primern eine reverse 
Transkription durchgefuhrt wird. Die einzelnen Schritte dieses 
Verfahrens werden nach Protokollen wie an sich bekannt durchge- 
fuhrt . -Fur die reverse Transkription besteht einerseits die Mog- 
lichkeit, mit Hilfe von Oligo (dT) -Primern die cDNA der gesamten 
mRNA herzustellen und erst anschlieSend mit ausgewahlten Primern 
eine PCR durchzufuhren, urn DNA-Molekiile umfassend das GlcNAc- 
al,3-Fucosyltransferase-Gen herzustellen. Andererseits konnen 
die ausgewahlten Primer direkt fur die reverse Transkription 
eingesetzt werden, urn eine kurze, spezifische cDNA zu erhalten. 
Die geeigneten Primer konnen z.B. synthetisch nach Vorlage von 
cDNA-Sequenzen der Transferase hergestellt werden. Mit Hilfe 
dieses Verfahrens konnen sehr rasch und einfach, mit geringer 
Fehlerquote, groSe Mengen an erf indungsgemaSen cDNA-Molekiilen 
hergestellt werden. 

Die Erfindung betrifft weiters ein Verfahren zum Klonieren 
einer GlcNAc-orl, 3 -Fucosyl transferase, dadurch gekennzeichnet , 
dass das erf indungsgemaSe DNA-Molekiil in einen Vektor kloniert 
wird, der anschliefcend in eine Wirtszelle bzw. einen Wirt trans- 
fektiert wird, wobei durch Selektion und Amplif ikation von 
transfektierten Wirtszellen Zellinien erhalten werden, die die 
aktive GlcNAc-al,3-Fucosyltransferase exprimieren. Das DNA-Mole- 
kiil wird beispielsweise mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen 
in den Vektor eingefugt. Fur den Vektor gilt wiederum das oben 
bereits angefuhrte. Wichtig ist bei diesem Verfahren, dass ein 
effizientes Wirt -Vektor System gewahlt wird. Um ein aktives 
Enzym zu erhalten sind eukaryotische Wirtszellen besonders ge- 
eignet. Eine Moglichkeit besteht darin, den Vektor in Insekten- 
Zellen zu transf ektieren. Dabei ware insbesondere ein Insekten- 
virus als Vektor zu verwenden, so z.B. Baculovirus . 

Selbstverstandlich konnen menschliche oder ander Wirbeltier- 
Zellen ebenfalls transf ektiert werden, wobei diese ein ihnen 
fremdes Enzym exprimieren wurden. 

Bevorzugterweise wird ein. Verfahren zur Herstellung von re- 
kombinanten Wirtszellen, insbesondere Pflanzen- oder Insekten- 
zellen, bzw. Pflanzen oder Insekten mit einer unterdruckten bzw. 
vollstandig unterbundenen GlcNAc-al, 3- Fucosyl trans f erase -Produk- 
tion zur Verfugung gestellt, das dadurch gekennzeichnet ist, 
dass zumindest .einer der erf indungsgemaSen Vektoren, namlich der 
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umfassend das erf indungsgemaSe DNA-Molekiil, das mutierte DNA- 
Molekiil oder das DNA-Molekiil, das fur Ribozyme codiert oder der 
umfassend das DNA-Molekiil in inverser Orientierung zum Promotor, 
in die -Wirtszelle bzw. Pflanze oder in das Insekt eingeschleust 
wird. Hier gilt ebenfalls das oben fur die Transfektion bereits 
Beschriebene . 

Als Wirtszellen konnen z.B. Pf lanzenzellen verwendet werden, 
wobei hier beispielsweise das Ti-Plasmid mit dem Agrobacterium- 
Systera in Frage kommt. Es ist mit dem Agrobakterium- System mog- 
lich, direkt eine Pflanze zu transf ektieren : Ag.robakteri.en .ver- 
ursachen bei Pflanzen Wurzelhalsgallen. Wenn Agrobakterien eine 
verletzte Pflanze infizieren, gelangen die Bakterien selbst 
nicht in die Pflanze, sondern sie schleusen den rekombinanten 
DNA- Abschnitt, die sogenannte T-DNA aus dem ringf ormigen, ex- 
trachromosomalen, tumorinduzierenden Ti-Plasmid in die Pf lanzen- 
zellen ein. Die T-DNA, und damit auch das darin eingefugte DNA- 
Molekul, wird stabil in die chromosomale DNA der Zelle einge- 
baut, so dass die Gene der T-DNA in der Pflanze exprimiert wer- 
den, 

Es gibt zahlreiche bekannte, effiziente Transf ektionsmecha- 
nismen fur verschiedene Wirtssysteme . Einige Beispiele sind 
Elektroporat ion , die Calciumphosphatmethode , Mikroin j ekt ion, 
Liposomenmethode . 

Die transf ektierten Zellen werden anschlieSend selektiert, 
z.B. aufgrund von Antibiotika-Resistenzen, fur die der Vektor 
Gene aufweist, oder anderer Markergene . Danach werden die trans- 
f ektierten Zellinien amplif iziert , entweder in kleineren Mengen, 
z.B. in Petrischalen, oder in grolSen Mengen, etwa in Fermento- 
ren. Weiters weisen Pflanzen eine besondere Eigenschaft auf , sie 
sind namlich in der Lage sich aus einer (transf ektierten) Zelle 
bzw. aus einem Protoplasten zu einer vollstandigen Pflanze 
wieder zu entwickeln, die gezuchtet werden kann . 

Je nach eingesetztem Vektor kommt es zu Vorgangen im Wirt, 
so dass die Enzym-Expression unterdriickt oder vollstandig unter- 
bunden wird: 

Wird der Vektor umfassend das DNA-Molekiil mit der Deletions- 
Insertions- oder Substitutionsmutation transf ektiert , so kommt 
es zu einer homologen Rekombination : Das mutierte DNA-Molekiil 
erkennt trotz Mutation die identische Sequenz im Genom der 
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Wirtszelle und wird an genau der Stelle eingebaut, so dass ein 
"Knockout -Gen" entsteht. Auf diese Weise wird in das Gen fiir die 
GlcNAc-al, 3 -Fucosyltransf erase eine Mutation eingebracht, die 
die einwandfreie Expression der GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase 
inhibieren kann. Wie oben schon dargelegt ist es bei dieser 
Technik wichtig, dass die Mutation ausreicht, urn die Expression 
des aktiven Proteins zu unterbinden. Nach Selektion und Ampli- 
fikation kann als zusatzliche Uberpriifung das Gen sequenziert 
werden, um den Erfolg der homologen Rekombination bzw . den Grad 
der Mutation f estzustellen. 

Wird der Vektor umfassend das DNA-Molekiil, das fiir ein Ribo- 
zym codiert, transf ektiert , so wird in der Wirtszelle das aktive 
Ribozym exprimiert . Das Ribozym komplexiert die komplementare 
mRNA Sequenz der GlcNAc-orl , 3 -Fucosyltransf erase zumindest an 
einer bestimmten Stelle, schneidet diese Stelle und kann auf 
diese Weise die Translation des Enzyms inhibieren. In dieser 
Wirtszelle sowie in den von ihr abstammenden Zellinien bzw. ge- 
gebenenfalls Pflanze wird keine GlcNAc-orl , 3 -Fucosyltransf erase 
exprimiert . 

Im Falle des Vektors umfassend das erfindungsgema£e DNA- 
Molekiil in Sense- oder inverser Richtung zum Promotor, wird in 
der transfektierten Zelle (bzw. Pflanze) eine Sense- oder Anti- 
sense-mRNA exprimiert. Die Ant i sense -mRNA ist komplementar zu 
zumindest einem Teil der mRNA-Sequenz der GlcNAc-al , 3 -Fucosyl- 
transf erase und kann ebenfalls die Translation des Enzyms inhi- 
bieren. Als Beispiel fiir ein Verfahren zur Unterdriickung der 
Expression eines Gens durch Antisense-Technik wird auf die 
Schrift Smith et al . 1990, Mol . Gen. Genet . 224:477-481 verwiesen, 
wobei in dieser Schrift die Expression eines Gens, das im Rei- 
fungsprozess bei Toraaten involviert ist, inhibiert wird. 

In alien Systemen wird die Expression der GlcNAc-al , 3 -Fuco- 
syltransf erase zumindest unterdriickt, vorzugsweise sogar voll- 
standig unterbunden. Der Grad der Storung der Genexpression 
hangt vom Grad der Komplexierung, homologen Rekombination, von 
eventueUen anschlieSenden zufalligen Mutationen, und sonstigen 
Vorgangen im Bereich des Genoms ab. Die transfektierten Zellen 
werden auf GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase Aktivitat iiberpriift 
und selektiert. 

Es besteht weiters die Moglichkeit, die oben beschriebene 
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Unterdruckung der Expression der arl , 3-Fucosyltransf erase noch 
weiter zu verstarken, indem zusatzlich zur Einschleusung eines 
oben beschriebenen Vektors, ein Vektor umfassend ein Gen, das 
fur ein. Saugetier-Protein, z.B. /?1, 4 -Galaktosyltransf erase, co- 
diert, in den Wirt eingeschleust wird. Die Fukosylierung kann 
durch die Wirkung anderer Saugetier-Enzyme vermindert werden, 
wobei die Kombination der Inhibierung der Exprimierung einer 
aktiven al , 3-Fucosyltransf erase mit Hilfe eines erf indungsgema- 
Sen Vektors und mit Hilfe eines Saugetier-Enzym-Vektors beson- 
ders effizient ist._ 

Fur die Transfektion kann jegliche Pf lanzensorte eingesetzt 
werden, beispielsweise die Mungo Bohne, Tabakpf lanze , Tomaten- 
und/oder Kartoffelpf lanze . 

Ein anderes, vorteilhaf tes Verfahren zur Herstellung von 
rekombinanten Wirtszellen, insbesondere Pflanzen- oder Insekten- 
zellen bzw. Pflanzen oder Insekten, besteht darin, dass das DNA- 
Molekul umfassend die Mutation in das Genom der Wirtszelle bzw. 
Pflanze oder des Insekts an der Stelle der nichtmutierten, homo- 
logen Sequenz eingeschleust wird (Schaefer et al . 1997, Plant 
J,; 11 (6) : 1195-1206) . Dieses Verfahren funktioniert demnach 
nicht mit einem Vektor, sondern mit einem reinen DNA-Molekiil . 
Das DNA-Molekiil wird z.B. durch Genbombardement , Mikroinjektion 
oder Elektroporation, um nur drei Beispiele zu nennen, in den 
Wirt eingeschleust. Wie oben bereits dargelegt, legt sich das 
DNA-Molekiil an die homologe Sequenz im Genom des Wirt en an, so 
dass es zu einer homologen Rekombination und damit zur Aufnahme 
der Deletions-, Insertions- bzw. Substitutionsmutat ion im Genom 
kommt : Die Exprimierung der GlcNAc-orl , 3 -Fucosyltransf erase kann 
unterdriickt bzw. vollstandig unterbunden werden. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Pflanzen bzw. 
Pf lanzenzellen sowie Insekten bzw. Insektenzellen, wobei ihre 
G1cNAc-qj1 , 3 -Fucosyltransf erase-Aktivitat unter 50% , insbesondere 
unter 20%, besonders bevorzugt 0%, der in natiirlichen Pflanzen 
bzw. Pf lanzenzellen und Insekten bzw. Insektenzellen vorkommende 
GlcNAc-ofl, 3-Fucosyltransf erase-Aktivitat betragt. Der Vorteil 
dieser Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen liegt darin, dass die Glyko- 
proteine, die von ihnen produziert werden, keine bzw. kaum Qfl,3- 
gebundene Fucose aufweisen. Werden nun Produkte dieser Pflanzen 
bzw, Insekten vom menschlichen oder Wirbeltier-Korper auf genom- 
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men, kommt es zu keiner Immunreaktion gegen das al,3-Fucose- 
Epitop. 

Vorzugsweise werden rekombinante Pflanzen bzw. Pflanzenzel- 
len zur Verfugung gestellt, die nach einem der oben beschriebe- 
nen Verfahren hergestellt sind und dass ihre GlcNAc-al ', 3 -Fuco- 
syltransferaseproduktion unterdriickt bzw. vollstandig unterbun- 
den ist . 

Die Erfindung betrifft ebenfalls rekombinante Insekten bzw. 
Insektenzellen, die nach einem der oben beschriebenen Verfahren 
hergestellt sind und dass ihre GlcNAc al , 3 -Fucosyltransf erase- 
produktion unterdriickt bzw. vollstandig unterbunden ist. Auch 
hier werden keine Glykoproteine mit ai , 3 -gebundenen Fucoseresten 
produziert, so dass es ebenfalls zu keiner Immunreaktion gegen 
das al, 3-Fucose-Epitop kommt. 

Die Erfindung bezieht sich auch auf ein PNA-Molekiil, das 
eine Basensequenz umfasst, die komplementar zur Sequenz des 
erfindungsgemaSen DNA-Molekiils sowie Teilsequenzen davon ist. 
PNA (Peptid Nukleinsaure) ist eine DNA ahnliche Sequenz, wobei 
die Nukleobasen an ein Pseudopeptidriickgrat gebunden sind. PNA 
hybridisiert im allgemeinen mit komplementaren DNA- , RNA- oder 
PNA-Oligomeren durch Watson-Crick Basenpaarung und Helixforma- 
tion. Das Peptidruckgrat gewahrleistet eine groSere Resistenz 
gegeniiber enzymatischer Degradation. Das PNA-Molekiil stellt da- 
durch ein verbessertes Ant i sense -Agens dar. Weder Nukleasen noch 
Proteasen sind in der Lage, ein PNA-Molekiil anzugreifen. Die 
Stabilitat des PNA-Molekiils , wenn es an eine komplementare Se- 
quenz gebunden ist, weist eine ausreichende sterische Blockie- 
rung von DNA und RNA Polymerases der reversen Transkriptase, 
Telomerase und der Ribosome . 

Weist das PNA-Molekiil die oben genannte Sequenz auf, so bin- 
det sie an die DNA bzw. an ein Stelle der DNA, die fur GlcNAc - 
al, 3 -Fucosyltransf erase codiert, und kann auf diese Weise die 
Transkription dieses Enzyms inhibieren. Das PNA-Molekiil, da es 
weder transkribiert noch translatiert wird, wird synthetisch 
hergestellt, z.B. mit Hilfe der t-Boc-Technik . 

Vorteilhafterweise wird ein PNA-Molekiil zur Verfugung ge- 
stellt, das eine Basensequenz umfasst, die der Sequenz des er- 
findungsgemaSen DNA-Molekiils sowie Teilsequenzen davon ent- 
spricht. Dieses PNA-Molekiil komplexiert die mRNA bzw. eine 
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Stelle der mRNA der GlcNAc-c*l, 3 -Fucosyl transferase, so dass die 
Translation des Enzyms inhibiert ist. Hier trifft ahnliches, wie 
fur die Antisense-RNA zu. So ist z.B. ein besonders effizienter 
Komplexierungsbereich die Translationsstart- Region oder auch die 
5 1 -nichttranslatierten Regionen der mRNA. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein 
Verfahren zur Herstellung von Pflanzen oder Insekten bzw. Zel- 
len, insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen, die eine blok- 
kierte Expression der GlcNAc-ofl , 3 -Fucosyl transferase auf dem 
-Niveau der Transkription bzw. Translation aufweisen, das dadurch 
gekennzeichnet ist, dass erf indungsgemaSe PNA-Molekule in die 
Zellen eingeschleust werden. Um das PNA-Molekul bzw. die PNA- 
Molekule in die Zelle einzuschleusen, werden wiederum die her- 
kommlichen Methoden, wie z.B. Elektroporation oder Mikroinjek- 
tion angewandt . Besonders effizient ist das Einschleusen, wenn 
die PNA-Oligomere an Zellen- Penetrationspeptide, z.B. Trans- 
portan oder pAntp, gebunden sind (Pooga et al. 1998, Nature 
Biotechnology, 16; 857-861) . 

Die Erfindung stellt ein Verfahren zur Herstellung von re- 
kombinanten Glykoproteinen zur Verfugung, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, dass die erf indungsgemaSen, rekombinanten Pflanzen 
bzw. Pf lanzenzellen sowie rekombinante Insekten bzw. Insekten- 
zellen, deren GlcNAc-cel , 3-Fucosyltransf erase-Produktion unter- 
druckt bzw. vollstandig unterbunden ist, oder Pflanzen oder 
Insekten bzw. Zellen, in die nach dem erf indungsgemaSen Verfah- 
ren PNA-Molekule eingeschleust sind, mit dem~Gen, das fur das 
Glykoprotein codiert, transf ektiert sind, so dass die rekombi- 
nanten Glykoproteine exprimiert werden. Dabei werden wie oben 
schon beschriebene Vektoren umfassend Gene fur die gewunschten 
Proteine in den Wirt bzw. Wirtszellen wie ebenfalls oben schon 
beschrieben transf ektiert . Die transf ektierten Pflanzen- oder 
Insektenzellen exprimieren die gewunschten Proteine, wobei sie 
keine oder kaum al , 3 -gebundene Fucose aufweisen. Dadurch losen 
sie die oben bereits erwahnten Immunraktionen im menschlichen 
oder Wirbeltier-Korper nicht aus . Es konnen jegliche Proteine in 
diesen Systemen produziert werden. 

Vorzugsweise wird ein Verfahren zur Herstellung von rekom- 
binanten humanen Glykoproteinen zur Verfugung gestellt, das da- 
durch gekennzeichnet ist, dass die erf indungsgemaSen, rekombin- 
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anten Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen sowie rekombinante Insekten 
bzw. Insektenzellen, deren GlcNAc-ai, 3 -Fucosyl transf erasepro- 
duktion unterdruckt bzw. vollstandig unterbunden ist, oder 
Pflanzen oder Insekten bzw. Zellen, in die nach dem erfindungs- 
gemaSen Verfahren PNA-Molekule eingeschleust sind, mit dem Gen, 
das fur das Glykoprotein codiert, transf ektiert sind, so dass 
die rekombinanten Glykoproteine exprimiert werden. Durch dieses 
Verfahren wird es moglich, menschliche Proteine in Pflanzen (zel- 
len) zu produzieren, die, wenn sie durch den menschlichen Korper 
aufgenommen sind, keine gegen al, 3-gebundene Fucosereste gerich- 
tete Immunreaktion auslosen. Dabei besteht die Moglichkeit, 
Pflanzensorten zur Produktion der rekombinanten Glykoproteine 
einzusetzen, die als Nahrungsmittel dienen, z.B. Banane, Kartof- 
fel und/oder Tomate. Die Gewebe dieser Pflanze umfassen das 
rekombinante Glykoprotein, so dass z.B. durch Extraktion des 
rekombinanten Glykoproteins aus dem Gewebe und anschlieSende 
Verabreichung bzw. direkt durch den Verzehr des pflanzlichen 
Gewebes das rekombinante Glykoprotein in den menschlichen Korper 
aufgenommen wird. 

Bevorzugterweise ist dabei ein Verfahren zur Herstellung von 
rekombinanten humanen Glykoproteinen zur medizinischen Verwen- 
dung, das die erf indungsgemaEen, rekombinanten Pflanzen bzw. 
Pflanzenzellen sowie rekombinante Insekten bzw. Insektenzellen, 
deren GlcNAc-al, 3-Fucosyltransferase-Produktion unterdruckt bzw. 
vollstandig unterbunden ist, oder Pflanzen oder Insekten bzw. 
Zellen, in die nach dem erf indungsgemafcen Verfahren PNA-Molekule 
eingeschleust sind, mit dem Gen, das fur das Glykoprotein co- 
diert, transf ektiert sind, so dass die rekombinanten Glykoprote- 
ine exprimiert werden. Hierbei kommt jegliches Protein in Frage, 
das medizinisch von Interesse ist. 

Weiters betrifft die vorliegende Erfindung rekombinante Gly- 
koproteine, wobei sie gemafi einem oben beschriebenen Verfahren 
in pflanzlichen oder Insekten- Systemen hergestellt wurden und 
wobei ihre Peptidsequenz unter 50%, insbesondere unter 20%, 
besonders bevorzugt 0%, der in den nicht Fucosyltransf erase 
reduzierten pflanzlichen oder Insekten- Systemen exprimierten 
Proteinen vorkommenden al , 3-gebundenen Fucose-Reste aufweist. 
Vorzuziehen sind naturlich Glykoproteine, die keine al,3-gebun- 
denen Fucose-Reste aufweisen. Die Menge an al, 3-gebundener 
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Fucose ist abhangig von dem Grad der oben beschriebenen Unter- 
druckung der GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase . 

Bevorzugterweise betrifft die Erfindung rekombinante humane 
Glykoproteine , die gemaS einem oben beschriebenen Verfahren in 
pflanzlichen oder Insekten-Systemen hergestellt wurden, und die 
in ihrer Peptidsequenz unter 50%, insbesondere unter 20%, beson- 
ders bevorzugt 0%, der in den nicht Fucosyltransf erase reduzier- 
ten pflanzlichen oder Insekten-Systemen exprimierten Proteinen 
vorkommenden od , 3 -gebundenen Fucose-Reste aufweisen. 

Eine besonders bevorzugte. Ausf uhrungsf orm betrifft rekombi- 
nante humane Glykoproteine zur medizinischen Verwendung, die 
gemaS einem oben beschriebenen Verfahren in pflanzlichen oder 
Insekten-Systemen hergestellt wurden, und die in ihrer Peptid- 
sequenz unter 50%, insbesondere unter 20%, besonders bevorzugt 
0%, der in den nicht Fucosyltransf erase reduzierten pflanzlichen 
oder Insekten-Systemen exprimierten Proteinen vorkommenden <xl,3- 
gebundenen Fucose-Reste aufweisen. 

Diese erfindungsgemaEen Glykoproteine konnen andere gebunde- 
ne Oligosaccharid-Einheiten, die fur Pflanzen bzw. Insekten spe- 
zifisch sind, aufweisen, wodurch sie sich - im Falle von humanen 
Glykoproteinen - von diesen naturlichen Glykoproteinen unter- 
scheiden. Nichtsdestotrotz werden durch die erf indundungsgemaSen 
Glykoproteine eine geringere bzw. gar keine Immunreaktion im 
menschlichen Korper ausgelost, da, wie in der Beschreibungsein- 
leitung schon dargestellt, die orl , 3 -gebundenen Fucose-Reste die 
Hauptursache der Immunreaktionen bzw. Kreuz - Immunreaktionen 
gegen pflanzliche und Insekten-Glykoproteine sind. 

Ein weiterer Aspekt umfasst eine pharmazeutische Zusammen- 
setzung, die die erf indungsgemaSen Glykoproteine umfasst. Zu- 
satzlich zu den erf indungsgemaSen Glykoproteinen umfasst die 
pharmazeutische Zusammensetzung weitere, fur solche Zusammen- 
setzungen tibliche Zusatze. Dies sind z.B. geeignete Verdunnungs- 
mittel verschiedenen Puf f ergehalts (z.B. Tris-HCl, Acetat, Phos- 
phat) , pH und Ionenstarke, Additive, wie etwa Tenside und Los- 
lichmacher (z.B. Tween 80, Polysorbate 80), Konservierungsmittel 
(z.B. Thimerosal, Benzylalkohol) , Adjuvantien, Antioxidations- 
mittel (z.B. Ascorbinsaure , Natriummetabisulf it) , Emulgatoren, 
Fullstoffe (z.B. Lactose, Mannitol) , kovalente Bindung von Poly- 
meren, wie etwa Polyethylenglykol , an das Protein, Einbau des 
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Materials in teilchenformige Zubereitungen von polymeren Verbin 
dungen, wie etwa Polymilchsaure, Polyglykolsaure, etc oder in 
Liposome, Hilfsstoffe und/oder Tragerstof f e, die bei der jewei- 
ligen ^ehandlung niitzlich sind. Solche Zusammensetzungen werden 
den physikalischen Zustand, die Stabilitat, die Geschwindigkeit 
der in-vivo Freisetzung und die Geschwindigkeit der in- vivo Aus- 
scheidung der erf indungsgemaSen Glykoproteine beeinf lussen . 

Die Erfindung stellt auch ein Verfahren zum Selektieren von 
DNA-Molekulen zur Verfiigung, die fur eine GlcNAc-al, 3 -Fucosyl- 
transf erase codieren, in einer Probe, wobei die erf indungsgema- 
Sen, markierten DNA-Molekiile zur Probe zugesetzt werden, die an 
die DNA-Molekiile, die fur eine GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase 
codieren, binden. Die hybridisierten DNA-Molekiile konnen detek- 
tiert, quantifiziert und selektiert werden. Damit die Probe Ein- 
zelstrang-DNA aufweist, mit der die markierten DNA-Molekiile hy- 
bridisieren konnen, wird die Probe, z.B. durch Erwarmen, denatu- 



riert . 



Eine Moglichkeit besteht darin, die zu untersuchende DNA, 
eventuell nach Zusetzen von Endonukleasen, durch Gelelektropho- 
rese auf einem Agarosegel zu trennen. Nach Uberfiihren auf eine 
Membran aus Nitrozellulose werden die erf indungsgemaSen markier- 
ten DNA-Molekiile zugesetzt, die an das entsprechende homologe 
DNA-Molekiil hybridisieren ("Southern Blotting"). 

Eine andere Moglichkeit besteht darin, homologe Gene aus 
anderen Spezien durch PCR-abhangige Verfahren unter Verwendung 
von spezifischen und/oder degenerierten Primern, abgeleitet aus 
der Sequenz des erf indungsgemaSen DNA-Molekuls, aufzufinden. 

Bevorzugt umfasst die Probe fur das obengenannte erfinderi- 
sche Verfahren genomische DNA eines pflanzlichen bzw. Insekten- 
Organismus. Durch dieses Verfahren wird auf sehr schnelle und 
effiziente Weise eine groSe Anzahl von Pflanzen und Insekten auf 
das Vorhandensein des GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase-Gens unter- 
sucht. Auf diese Weise konnen Pflanzen und Insekten, die dieses 
Gen nicht aufweisen, selektiert werden bzw. konnen in solchen 
Pflanzen und Insekten, die dieses Gen aufweisen, durch ein oben 
beschriebenes, erf indungsgemaSes Verfahren die Exprimierung der 
GlcNAc-al, 3 -Fucosyltransf erase unterdriickt bzw. vollstandig 
unterbunden werden, so dass sie anschlieSend zur Transfektion 
und Produktion von (humanen) Glykoproteinen eingesetzt werden 
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konnen . 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die DNA-Molekule , die fur 
eine GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase codieren, die nach den zwei 
zulet^t genannten Verfahren selektiert und anschlieSend aus der 
Probe isoliert wurden . Diese Molekule konnen fur weitere Unt- 
zersuchungen eingesetzt werden. Sie konnen sequenziert und ih- 
rerseits auch als DNA-Sonden zum Auffinden von GlcNAc-orl , 3 -Fu- 
cosyltransf erasen verwendet werde . Diese - markierten - DNA- 
Molekiile werden fur Organismen, die den Organismen, aus denen 
sie isoliert wurden, verwandt sind, effizienter als Sonden fun- 
gieren, als die erf indungsgemaEen DNA-Molekiile . 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft eine Preparation 
von erf indungsgemaS klonierter GlcNAc-arl , 3 -Fucosyltransf erase , 
die Isoformen mit pl-Werten zwischen 6.0 und 9.0, insbesondere 
zwischen 6.8 und 8.2, auf weist. Der pi -Wert eines Proteins ist 
derjenige pH-Wert, bei dem seine Nettoladung Null betragt und 
ist abhangig von der Aminosauresequenz , dem Glykosylierungsmu- 
ster als auch von der raumlichen Struktur des Proteins. Die 
GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase umfasst zumindest 7 Isoformen, 
die einen pi -Wert in diesem Bereich aufweisen. Der Grund fur die 
verschiedenen Isoformen der Transferase sind z.B. unterschied- 
liche Glykosylierungen sowie limitierte Proteolyse . Versuche 
zeigten, dass Mungobohnen-Samlinge von verschiedenen Pflanzen 
unterschiedliche Verhaltnisse der Isozyme aufweisen. Der pi -Wert 
eines Proteins kann durch isoelektrische Fokussierung, die dem 
Fachmann bekannt ist, festgestellt werden. 

Die Haupt-lsof orm des Enzyms weist ein apparentes Moleku- 
largewicht von 54 kDa auf . 

Insbesondere weist die erf indungsgemaBe Preparation Isofor- 
men mit pl-Werten von 6.8, 7.1 und 7.6 auf. 

Die Erfindung betrifft ebenso ein Verfahren zur Herstellung 
von " verpf lanzlichten" Kohlenhydrat -Einheiten von menschlichen 
und anderen Wirbeltier-Glykoproteinen, wobei zu einer Probe, die 
eine Kohlenhydrat -Einheit bzw. ein Glykoprotein umfasst, Fucose- 
Einheiten sowie von einem oben beschriebenen DNA-Molekiil codier- 
te GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase zugesetzt werden, so dass 
Fucose in c*l , 3 -Stellung durch die GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase 
an die Kohlenhydrat -Einheit bzw. das Glykoprotein gebunden wird. 
Durch das erf indungsgemaSe Verfahren zur Klonierung von GlcNAc- 
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al , 3 -Fucosyl transferase ist es moglich, groEe Mengen gereinigtes 
Enzym herzustellen. Um eine voll aktive Transferase zu erhalten, 
werden geeignete Reaktionsbedingungen hergestellt. Es hat sich 
gezeigt:, dass die Transferase eine besonders hohe Aktivitat bei 
einem pH-Wert von etwa 7 aufweist, wenn als Puffer 2- (N-Morpho- 
lino) Ethansulf onsaure-HCl verwendet wird. In Gegenwart von biva- 
lenten Kationen, insbesondere Mn2+, wird die Aktivitat der 
rekombinanten Transferase verstarkt. Die Kohlenhydrat-Einheit 
wird entweder in ungebundener Form oder an ein Protein gebunden 
zur Probe zugesetzt. Die rekombinante Transferase ist fur beide 
Forme n aktiv. 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele und 
der Zeichnungsf iguren, auf die sie selbstverstandlich nicht ein- 
geschrankt ist, weiter erlautert werden. Im einzelnen zeigen in 
der Zeichnung die Fig. la und lb die gemessenen Mengen an Pro- 
tein und die gemessene Enzymaktivitat in den einzelnen Fraktio- 
nen des Eluats als Kurven; die Fig. 2 die Abbildung eines Elek- 
trophorese-Gels der GlcNAc-cxl , 3 -Fucosyltransf erase ; die Fig. 3 
das Ergebnis der isoelektrischen Fokussierung und die gemessene 
Transf erase-Aktivitat der einzelnen Isoformen; die Fig. 4 die N- 
terminalen Sequenzen von 4 tryptischen Peptiden 1-4 sowie die 
DNA-Sequenz von drei Primern SI, A2 und A3; die Fig. 5a und 5b 
die cDNA-Sequenz der al , 3 -Fucosyltransf erase ; die Fig. 6a und 6b 
die daraus hergeleitete Aminosauresequenz der al , 3 -Fucosyltrans- 
ferase; die Fig. 7 eine schematische Darstellung der al,3-Fuco- 
syltransf erase sowie die Hydrophobizitat der Aminosauren-Reste ; 
die Fig. 8 einen Vergleich der konservierten Motive verschiede- 
ner Fucosyltransf erasen; die Fig. 9 einen Vergleich der Fucosyl- 
transf erase-Aktivitat von mit dem o;l , 3 -Fucosyltransf erase -Gen 
transf ektierten Insektenzellen mit einer Negativkontrolle ; die 
Fig. 10a und 10b Strukturen von verschiedenen Akzeptoren der 
orl , 3 -Fucosyltransf erase ; die Fig. 11 und 12 Massenspektren; und 
die Fig. 13 das Ergebnis einer HPLC. 

Beispiel 1 : 

Isolieren der Core-al , 3 -Fucosyltransf erase 



Alle Schritte wurden bei 4°C durchgef xihrt . Mungobohnen-Samlinge 
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wurden in einem Mixer homogenisiert , wobei 0.75 Volumen Extrak- 
tionspuffer pro kg Bohnen verwendet wurde. Das Homogenisat wurde 
anschlieEend durch zwei Lagen Baumwollstof f filtriert und das 
Filtr^t wurde bei 30000xg 40 min zentrif ugiert . Der Uberstand 
wurde verworfen und das Pellet wurde mit Losungspuf f er uber 
Nacht bei standigem Ruhren extrahiert . AnschlieSende Zentrif u- 
gation bei 30000xg fur 40 min ergab den Triton-Extrakt . 

Der Triton-Extrakt wurde wie folgt gereinigt: 

Schritt 1: Der Triton-Extrakt wurde auf einen mikrogranu- 
laren Diathylaminoathyl-Zellulose-Anionenaustauscher DE52 Zellu- 
lose-Saule (5x28 cm, Fa. Whatman) , der zuvor mit Puffer A kali- 
briert wurde, aufgetragen. Die nicht gebundene Fraktion wurde in 
Schritt 2 weiterbehandelt . 

Schritt 2 : Die Probe wurde auf eine mit Puffer A kalibrierte 
Affi-Gel Blue Saule (2.5x32) Saule aufgetragen. Nach Waschen der 
Saule mit diesem Puffer wurde adsorbiertes Protein mit Puffer A 
umfassend 0.5 M NaCl eluiert. 

Schritt 3: Nach Dialyse des Eluats aus Schritt 2 gegen Puf- 
fer B wurde es auf eine, mit demselben Puffer kalibrierte, S- 
Sepharose- Saule aufgetragen. Gebundenes Protein wurde mit einem 
linearen Gradienten von 0 bis 0.5 M NaCl in Puffer B eluiert. 
Fraktionen mit GlcNAc-al , 3-Fucosyltranf erase wurden gepoolt und 
gegen Puffer C dialysiert. 

Schritt 4: Die dialysierte Probe wurde auf eine mit Puffer C 
kalibrierte GnGn - Sepharose - Saule aufgetragen. Das gebundene Pro- 
tein wurde mit Puffer C umfassend 1 M NaCl anstelle von MnCl 2 
eluiert . 

Schritt 5: Das Enzym wurde anschlie£end gegen Puffer D dia- 
lysiert und auf eine GDP-Hexanolamin-Sepharose-Saule aufge- 
bracht . Nach Waschen der Saule mit Puffer D wurde die Trans- 
ferase durch Ersetzen von MgCl 2 und NaCl mit 0.5 mM GDP eluiert. 
Aktive Fraktionen wurden gepoolt, gegen 20 mM Tris-HCl Puffer, 
pH 7.3, dialysiert und lyophilisiert . 

Die enzymatische Aktivitat der GlcNAc al,3 Fucosyltransf e- 
rase wurde durch Verwendung von GnGn-Peptid und GDP-L- [U- 1 4 C] 
Fucose bei Substratkonzentrationen von jeweils 0.5 und 0.25, in 
Gegenwart von 2 - (N-Morpholin) Ethansulf onsaure-HCl Puffer, Triton 
X-100, MnCl 2 , GlcNAc und AMP bestimmt (gemafi Staudacher et al . 
1998 Glycoconjugate »J. 15, 355-360; Staudacher et al . 1991 
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Eur. J.Biochem. 199, 745-751) . 

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe der Bichinchonin- 
saure Methode (Pierce) oder, bei den letzten Schritten der 
Enzymrsinigung, mittels Aminosaurenanalyse bestimmt (Altmann 
1992 Anal.Biochem. 204, 215-219) . 

In Fig la und lb sind die gemessenen Mengen an Protein und 
die gemessene Enzymaktivitat in den einzelnen Fraktionen des 
Eluats als Kurven dargestellt . Fig. i a ze igt die oben beschrie- 
bene Trennung auf der S-Sepharose Saule, Fig. lb die Trennung 
auf der GnGn-Sepharose- Saule, wobei der Kreis Protein, der 
schwarze, voile Kreis GlcNAc-al , 3-Fucosyltransf erase und das 
Viereck N-Acetyl-/?-Glucosaminidase darstellt. Ein U ist defi- 
niert als die Menge Enzym, die 1 M mol Fucose auf einen Akzeptor 
pro Minute tranferiert. 

Tabelle 1 zeigt die einzelnen Schritte der Transferase- 
Reinigung. 

Tabelle 1 



Reinigungsschritt 


Ges . 


Ges . 


Spez . 


Reinigungs Ausbeute 




Prot . 


Aktiv. 


Aktiv. 


Faktor 






mg 


mU 


mU/mg 


-fach 




Triton X-100 












Extrakt 


91500 


4846 


0.05 


1 


100 


DES 2 


43700 


4750 


0 . 10 


2 


98.0 


Affigel Blue 


180/5 


4134 


23 


460 


85.3 


S-Sepharose 


8.4 


3251 


390 


7800 


67.1 


GnGn - Sepharose 


0.13 1 


1044 


8030 


160000 


21 . 5 


GDP - Hexano 1 amin- 












Sepharose 


0.02 1 


867 


43350 


867000 


17.9 



1 wurde mittels Aminosaure -Analyse ermittelt 
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Extraktionspuf f er : 

0.5 mM Dithiothreit 
1 mM EDTA 

0^5 % Polyvinylpolypyrrolidon 

0.2 5 M Saccharose 

50 mM Tris-HCl Puffer, pH 7 . 3 
Losungspuf f er : 

0 . 5 mM Dithiothreit 

1 mM EDTA 

1.5% Triton X-100 

50 mM Tris-HCl, pH 7.3 
Puffer A: 

25mM Tris-HCl Puffer, pH 7.3 mit : 

0.1% Triton X-100 und 

0.02% NaN 3 
Puffer B: 

25 mM Na-Citrat Puffer, pH 5.3 mit: 

0.1% Triton X-100 und 

0.02% NaN 3 
Puffer C: 

25 mM Tris-HCl Puffer, pH 7.3 mit: 

5 mM MnCl 2 und 

0.02% NaN 3 
Puffer D. 

25 mM Tris-HCl, pH 7 . 3 mit: 

10 mM MgCl 2 , 

0.1 M NaCl und 

0.02% NaN 3 

Beispiel 2 : 

SDS-Page und isoelektrische Fokussierung 

Eine SDS-Page wurde in einer Biorad-Mini-Protean-Zelle auf 
Gelen mit 12.5% Acrylamid und 1% Bisacrylamid durchgef iihrt . Die 
Gele wurden entweder mit Coomassie Brilliant Blau R-250 oder 
Silber gef arbt . Isoelektrische Fokussierung der Fucosyltransf e- 
rase wurde auf vorgef ertigten Gelen mit einem pI-Bereich zwi- 
schen 6-9 (Servalyt precotes 6-9, Serva) durchgef iihrt . Die Gele 
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wurden gemaS dem Protokoll des Herstellers mit Silber gefarbt. 
Fur die zweidimensionale Elektrophorese wurden Banden aus dem 
Fokussierungsgel ausgeschnitten, mit S-Alkylierungs -Reagent ien 
und SDS behandelt und einer SDS-Page, wie oben beschrieben, un- 
terzogen. 

Fig. 2 stellt die Abbildung eines Elektrophorese-Gels der 
GlcNAc-od , 3 - Fucosyltransf erase dar, wobei links die zweidimen- 
sionale Elektrophorese und rechts die eindimensionale SDS-Page 
dargestellt sind. Dabei ist die mit A bezeichnete Bahn ein 
Standard, die mit B bezeichnete Bahn die GlcNAc ai, 3-Fucosyl- 
transferase aus der GnGn-Sepharose-Saule und die mit C bezeich- 
nete Bahn "gereinigte" GlcNAc-al, 3 -Fucosyltransf erase, d.h. die 
Fraktion der GDP-Hexanolamin-Sepharose-Saule . Die zwei Banden 
bei 54 und 56 kDa stellen Isoformen der Transferase dar. 

Fig. 3 zeigt das Ergebnis der isoelektrischen Fokussierung. 
Bahn A wurde mit Silber gefarbt, auf Bahn B wurde Aktivitat der 
Transferase Isoformen getestet . Die Aktivitat ist dabei als % 
Fucose angegeben, die GDP-Fucose auf das Substrat transferiert 
wurde . 

Beispiel 3 : 

Peptidseauenzieruna 

Fiir die Sequenzierung des Proteins wurden Banden aus dem mit 
Coomassie gefarbten SDS-Polyacrylamidgel geschnitten, carboxy- 
amidomethyliert und mit Trypsin gemaS Gorg et al . 1988, Electro- 
phoresis, 9, 681-692, gespalten. Die tryptischen Peptide wurden 
mit der reversen Phase HPLC auf einer 1.0x250 mm Vydac C18 bei 
40°C mit einer Durchf lussrate von 0.05 ml/min getrennt, wobei 
ein HP 1100 Apparat (Hewlett-Packard) verwendet wurde. Die iso- 
lierten Peptide wurden mit Hewlett-Packard G1005A Protein 
Sequenzierungs System gemaS dem Protokoll des Herstellers se- 
quenziert. Weiters wurde die Peptidmischung durch Ingel- Verdau- 
ung mit. MALDI-TOF MS analysiert (siehe unten) . 

Fig. 4 zeigt die N-terminalen Sequenzen von 4 tryptischen 
Peptiden 1 - 4 (SEQ ID No : 5-8) . Ausgehend von den ersten drei 
Peptiden wurden Primer SI, A2 und A3 hergestellt (Sequenz-Iden- 
tif ikationsnummern 9-11) . 
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Beispiel 4 : 

RT-PCR. und cDNA Klonieren 

Die gesamte RNA wurde aus einem 3 Tage alten Mungo Bohnen 
Hypokotyl isoliert, wobei das SV Total RNA Isolierungs System 
von Promega verwendet wurde. Zur Herstellung der Erststrang-cDNA 
wurde die gesamte RNA 1 h bei 4 8 °C mit AMV reverse Transkriptase 
und Oligo(dT) Primern inkubiert, . wobei das Reverse Transkription 
System von Promega verwendet wurde . 

Die Erststrang-cDNA wurde einer PCR unterzogen, wobei eine 
Kombination von Sense- und Antisense-Primern verwendet wurde: 

Zu 10 /xl der reversen Transkription Reaktion wurde folgendes 
zugesetzt : 

50 fil mit 0.1/xmol eines jeden Primers, 0.1 mM dNTPs, 2 mM 
MgCl 2 , 10 mM Tris-HCl Puffer, pH 9.0, 50 mM KCl und 0.1 % Triton 
X-100. 

Nach einem ersten Denaturierungsschritt bei 95 °C fur 2 min, 
wurden 40 Zyklen von 1 min bei 95°C, 1 min bei 49°C und 2 min 
bei 72 °C durchlaufen. Der letzte Extensionsschritt wurde bei 
72°C fur 8 min durchgef uhrt . PCR Produkte wurden in den pCR2 . 1 
Vektor subkloniert, wobei das TA Cloning Kit von Invitrogen ver- 
wendet wurde, und sequenziert. Die Produkte dieser PCR waren 
zwei DNA-Fragmente mit der Lange von 744bp und 780bp, wobei 
beide DNA-Fragmente dasselbe 5V-Ende aufweisen (s. auch Fig. 7). 

Ausgehend von diesen zwei DNA-Fragmenten wurden die fehlen- 
den 5' und 3 ! Regionen der cDNA durch 5'- und 3 1 - Rapid Amplifi- 
kation von cDNA-Enden (RACE) erhalten, wobei der RACE Kit von 
Gibco-BRL verwendet wurde. Als Antisense-Primer wurde der uni- 
verselle Amplif ikations-Primer des Kits und als Sense-Primer 
entweder 5 1 -CTGGAACTGTCCCTGTGGTT-3 1 (SEQ ID No: 12) oder 5 ! - 
AGTGCACTAGAGGGCCAGAA- 3 1 (SEQ ID No: 13) verwendet. Es wurde auch 
als Sense Primer der verkiirzte Anker-Primer des Kits und als 
Antisense-Primer 5 ' -TTCGAGCACCACAATTGGAAAT-3 1 (SEQ ID No: 14) 
Oder 5 ' -GAATGCAAAGACGGCACGATGAAT-3 1 (SEQ ID No: 15) verwendet. 

Die PCR wurde mit einer Annealing Temperatur von 55 °C und 
den oben beschriebenen Bedingungen durchgef uhrt . Die 5 1 und 3 1 
RACE Produkte wurden in den pCR2.1 Vektor subkloniert und se- 
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quenziert: Die Sequenzen der subklonierten Pragmente wurden 
mittels der Didesoxynukleotid-Methode sequenziert (ABI PRISM Dye 
Terminator Cycle Sequencing Ready reaction Kit und ABI PRISM 310 
Genetic analyser (Perkin Elmer)). T7 und M13 Vorwarts- Primer 
wurden fur die Sequenzierung der in den pCR2 . 1 Vektor klonierten 
Produkte verwendet. Beide Strange der Codierungsregion wurden 
vom Vienna VBC Genomics -Sequencing Service sequenziert, wobei 
infrarotmarkierte Primer (IRD70 0 und IRD8 00) und ein LI -COR Long 
Read IR 4200 Sequenzierer (Lincoln, NE) verwendet wurden. 

Fig. 5a und 5b zeigen die gesamte cDNA, die eine Grofce von 
2198 bp und einen offenen Leserahmen von 1530 bp aufweist (SEQ 
ID No: 1). Der offene Leserahmen (Startcodon bei Basenpaaren 
211-213, Stopcodon bei Basenpaar 1740-1743) codiert fur ein Pro- 
tein von 510 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 56.8 kDA 
und einem theoretischen pl-Wert von 7.51. 

Fig. 6a und 6b zeigen die von der cDNA hergeleitete Amino- 
saurensequenz der GlcNAc-al,3 Fucosyltransf erase (SEQ ID No: 2). 
Stellen fur die Asparagin gebundene Glykosylierung sind bei 
Asn34 6 und Asn429. 

In Fig. 7 ist die schematische GlcNAc- orl , 3 -Fucosyltransf e- 
rase-cDNA (oben) und der hergeleitete Hydrophobizitatsindex des 
codierten Proteins (unten) dargestellt, wobei ein positiver 
Hydrophobizitatsindex eine erhohte Hydrophobizitat bedeutet. Da- 
zwischen sind die GroSen der beiden oben genannten PCR-Produkte 
in Relation zur kompletten cDNA gezeigt . Der Codierungs-Bereich 
ist durch den Balken dargestellt, wobei »C» fur den postulierten 
cytoplasmatischen Bereich, T fur den postulierten transmembrane!! 
Bereich und G fur den postulierten Golgi -Lumen katalytischen 
Bereich der Transferase codiert. Die Analyse der DNA-Sequenz 
durch "TMpred" (von EMBnet, Schweiz) ergab eine vermutliche 
Transmembran-Region zwischen Asn36 und Gly54 . Der C-terminale 
Bereich des Enzyms umfasst vermutlich die katalytische Region 
und sollte folglich in das Lumen des Golgi -Apparats weisen. Dem- 
nach scheint diese Transferase ein Transmembranprotein des Typs 
II zu sein, wie alle bisher analysierten Glykosyltranf erasen, 
die eine Rolle in der Glykoprotein-Biosynthese spielen 
(Joziasse, 1992 Glycobiology 2 , 271-277). Die grauen Bereiche 
stellen die vier tryptischen Peptide, die Sechsecke die potenti- 
ellen N-Glykosylierungs-Stellen dar. Eine via NCBI zugangliche 
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BLASTP Suche aller Datenbanken zeigte eine Ahnlichkeit zwischen 
der GlcNAc-<xl,3 Fucosyltransf erase und anderen al, 3/4-Fucosyl- 
transferasen, z.B. der humanen Fucosyltransf erase-VI . Mit 18-21% 
(untersucht von SIM-LALNVIEW, Expase, Schweiz) war die Gesamt- 
ahnlichkeit jenseits jeglicher Signif ikanz . Dennoch weist ein 
Sequenzbereich von 3 5 Aminosauren (SEQ ID No: 4) eine auffallend 
hohe Homologie zu anderen al,3/4 Fucosyltransf erasen auf (Fig. 
8) . Dieser Sequenzbereich befindet sich zwischen Glu267 und 
Pro301 der SEQ ID No: 2. 

Beispiel 5: 

Expression der rekombinanten GlcNAc-o?l,3 Fucosyltransf erase in 
Insektenzellen 

Die codierende Region der vermutlichen GlcNAc-orl,3 Fucosyl- 
transf erase samt cytoplasmatischer und transmembraner Region 
wurde mit dem Vorwarts- Primer 5 1 -CGGCGGATCCGCAATTGAATGATG-3 ' 
(SEQ ID NO; 16) und Ruckwarts- Primer 5*- 

CCGGCTGCAGTACCATTTAGCGCAT-3 1 (SEQ ID No: 17) mit dem Expand High 
Fidelity PCR System von Boehringer Mannheim amplif iziert . Das 
PCR-Produkt wurde mit PstI und BamHI doppelt verdaut und in 
Alkalin- Phosphatase behandeltem Baculovirus Transfer- Vektor 
pVL1393, der zuvor mit PstI und BamHI verdaut wurde, subklo- 
niert . Um eine homologe Rekombination zu gewahrleisten, wurde 
der Transf ervektor mit Baculo Gold viraler DNA (PharMingen, San 
Diego, CA) in Sf9 Insektenzellen in IPL-41 Medium mit Lipofectin 
cotransf ektiert . Nach einer Inkubation von 5 Tagen bei 27°C 
wurden verschiedene Volumina des Uberstandes mit dem rekombinan- 
ten Virus zur Infektion der Sf21 Insektenzellen verwendet . Nach 
einer Inkubation von 4 Tagen bei 27 °C in IPL-41 Medium mit 5% 
FCS wurden die Sfl Zellen geerntet und 2x mit Phosphat gepuffer- 
ter Salzlosung gewaschen. Die Zellen wurden in 25 mM Tris HCL 
Puffer, pH 7.4, mit 2% Triton X-100 resuspendiert und durch 
Sonifikation auf Eis auf gebrochen . 
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Beispiel 6 : 

Assay fur die GlcNAc ai . 3 P u coevltransf erasg-Aktivitat- 

Das Homogenat und der Zelliiberstand wurden auf GlcNAc <xl,3 
Fucosyltransf erase getestet . Blindproben wurden mit rekombinatem 
Baculovirus, der fur die Tabak-GlcNAc -Transferase I (Strasser et 
al. 1999, Glycobiology, im Druck) codiert, durchgefiihrt . 

Fig. 9 zeigt die gemessene Enzymakt ivitat der rekombinanten 
GlcNAc-al, 3 -Fucosyltransf erase sowie der Negativkontrolle . Im 
besten Fall war die Enzymakt ivi tat der cotransf ektierten Zellen 
und deren Uberstand 3 Ox hoher als die der Negativkontrollen. 
Diese endogene Aktivitat, die in Abwesenheit der rekombinanten 
Transferase messbar ist, kommt im wesentlichen von der Insekten- 
<*1, 6 -Fucosyltransf erase und nur zu einem geringen Prozentsatz 
von der GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase . Demnach betragt die Er- 
hohung der GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase , die von den rekombi- 
nanten Baculoviren stammt, weit iiber das lOOfache. 

Das Enzym zeigte eine breite Maximal -Aktivitat urn einen pH- 
Wert von 7.0, wenn die Aktivitat in 2- (N-Morpholin) Ethansulfon- 
saure-HCl Puffer gemessen wurde . Wie in Tabelle 2 ersichtlich 
ist, fodert der Zusatz von bivalenten Kationen, insbesondere 
Mn2+, die Aktivitat der rekombinanten Transferase. 
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Tabelle 2 



Zusatzmittel 
(konz. lOmM) 


J- * — • W. 1— -U V ^ jCTLTV I— J. V X L- CI (_ 

(Akzeptor : GnGn-Peptid) 




% 


kein 


21 


EDTA 


18 


MnCl 

2 


100 


2 










44 


CoCl 2 


35 


CuCl 2 


3 


NiCl 2 


24 


ZnCl 2 


0.6 







Tabelle 3 zeigt, dass unter den eingesetzten Akzeptoren das 
GnGn- Peptid die hochsten Inkorporationsraten bei Standard Ver- 
suchsbedingungen zeigt, knapp gefolgt vom GnGnF 6 -Peptid und 
M5Gn-Asn . Kein Transfer konnte auf das MM-Peptid festgestellt 
werden, welches das reduzierende GlcNAc-Ende an der 3-gebundenen 
Mannose nicht auf weist . Diese Struktur scheint fur die Core-Fu- 
cosyltransf erase notwendig zu sein. Die rekombinante Transferase 
war weiters inaktiv hinsichtlich die gebrauchlichen Akzeptoren, 
die fur die Bestimmung der Blutgruppen al , 3/4 -Fucosyltransf era- 
sen, die die Fucose auf GlcNAc an den nicht reduzierenden Enden 
von Oligosacchariden transf erieren . Die scheinbaren K m -Werte fur 
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die Akzeptor- Substrate GnGn-Peptid, GnGnF 6 -Peptid, M5Gn-Asn und 
fur das Donor Substrat GDP-Fucose wurden auf 0.19, 0.13, 0.23 
bzw. 0.11 geschatzt. Die Strukturen der Molekiile sind in Fig. 
10a und 10b dargestellt. 

Tabelle 3 

Akzeptor-Substrat rel . Aktivitat K m -Wert 



GnGn-Peptid 10 0 

GnGnF 6 -Peptid 87 

M5Gn-Asn 71 

MM-Peptid 0 

Galj8l-4GlcNAc 0 

Gal£l-3GlcNAc 0 

Gal/3l-3GlcNAc/3l-3Gal/Sl-4Glc o 



mM 



0 . 19 



0 . 13 



0.23 



Beispiel 7 : 

Massenspektrometrie des F ucosvl-Transferase Produkts 

Dabsyliertes GnGn-Hexapeptid (2nmol) wurde mit dem Insekten- 
zellen-Homogenat umfassend die rekombinante GlcNAc-al,3 Fucosyl- 
transf erase (0.08 mU) in Gegenwart von nicht radioaktiver GDP-L- 
Fucose (10 nmol) , 2- (N-Morpholin) Ethansulf onsaure-HCL Puffer, 
Triton X-100, MnCl 2 , GlcNAc und AMP inkubiert . Eine Negativkon- 
trolle wurde mit einem Homogenat der fur die Blindproben infi- 
zierten Insektenzellen durchgef iihrt . Die Proben wurden fiir 16 h 
bei 3 7 °C inkubiert und mittels MALDI TOF Massenspektrometrie 
analysiert. 
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Massenspektrometrie wurde auf einem DYNAMO (Therrmo BioAna- 
lysis, Santa Fe , NM) durchgef uhrt , einem MALDI-TOF MS, das zur 
dynamischen Extraktion fahig ist (Synonym fur verspatete Extrak- 
tion) Es wurden zwei Arten von Probenmatrix-Praparationen ein- 
gesetzt: Peptide und dabsylierte Glykopeptide wurden in 5% Amei- 
sensaure gelost und Aliquote wurden auf das Ziel aufgetragen, 
Luft getrocknet und mit 1% ar-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure bedeckt . 
Pyridylaminierte Glykane, reduzierende Oligosaccharide und nicht 
derivatisierte Glykopeptide wurden mit Wasser verdunnt, auf das 
Ziel aufgetragen und Luft getrocknet. Nach Zusatz von 2% 2,5-Di- 
hydroxybenzoesaure wurden die Proben sofort durch Anlegen eines 
Vakuums getrocknet. 

Fig. 11 zeigt das Massenspektrum dieser Proben, wobei A die 
Negativkontrolle darstellt: Der Hauptpeak (S) zeigt das Dabsyl- 
Val-Gly-Glu- (GlcNAc 4 Man 3 ) Asn-Arg-Thr Substrat, wobei der errech- 
nete [M+H] + Wert 2262.3 betragt. Dieses Substrat scheint auch 
als Natrium Additionsprodukt und als kleineres Ion, das durch 
Fragmentation der Azo-Funktion der Dabsyl-Gruppe entstanden ist, 
bei (S*) auf. Eine geringe Produktmenge (P, [M+H] + = 2408.4) ist 
auf die endogene Qfl, 6-Fucosyltransf erase zuruckzuf uhren . Der 
Peak bei m/z = 2424.0 zeigt die unvollstandige Degalactosylie- 
rung des Substrats. Das Massenspektrum B zeigt die Probe mit 
rekombinanter al , 3 -Fucosyltransf erase . Der Hauptpeak (P) stellt 
das fucosylierte Produkt dar, (P*) dessen f ragmentiertes Ion. 

Zusatzlich wurden Aliquote beider Proben miteinander ver- 
mischt, um ahnliche Konzentratinen von Substrat und Produkt zu 
erhalten (Probe A). Diese Mischung wurde mit 0.1 M Ammoniumace- 
tat, pH 4.0, umfassend 10/xU N-Glykosidase A (Probe B) oder mit 
50 mM Tris/HCl, pH 8.5, umfassend 100 jzU (1 U hydrolysiert 1 
/xmol Substrat pro min) N-Glykosidase F (Probe C) verdunnt. Nach 
2 und 20h wurden kleine Aliquote dieser Mischungen entnommen und 
mittels MALDI-TOF MS analysiert. 

In Fig. 12 sind die drei Massenspektren der Proben A, B und 
C dargestellt. Die unverdaute Probe A zeigt zwei Hauptpeaks : Das 
Substrat bei 2261.4 m/z und das fucosylierte Produkt bei 2407.7 
m/z. Die mittlere Kurve zeigt das Massenspektrum der Probe B, 
mit N-Glycosidase A behandelt, die beide Glykopeptide hydroly- 
siert. Der Peak bei 963.32 stellt das deglycosylierte Produkt 
dar. Die untere Kurve zeigt das Massenspektrum der Probe C. Die 
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N-Glykosidase F ist nicht in der Lage, al,3 fucosylierte Subs- 
trate zu hydrolysieren, so dass das Spektrum den Peak bei 2406 
m/z des fucosylierten Produkts aufweist, wahrend der Peak des 
hydrolysierten Substrats bei 963.08 m/z aufscheint. 

Beispiel 8 : 

HPLC Analyse des pyrid ylamini ert en Pu^vH- xansfera^.p^.n-, 

Die beiden oben beschriebenen Proben (f ucosyliertes Produkt 
und Negativkontrolle) wurden mit N-Glykosidase A verdaut . Die 
erhaltenen Oligosaccharide wurden pyridylaminiert und mittels 
reverse Phase HPLC analysiert (Wilson et al . 1998 Glycobiology 
8, 651-661; Kubelka et al . 1994 Arch. Biochem.Biophys . 308 , 148- 
157; Hase et al . 1984 J.Biochem. 95, 197-203). 

In Fig. 13 stellt im oberen Diagramtn B die Negativkontrolle 
dar, wobei zusatzlich zum Restsubstrat (GnGn-Peptid) 0,1,6 fuco- 
syliertes Produkt zu sehen ist. A weist einen Peak bei wesent- 
lich geringerer Retentionszeit auf, was fur an den reduzierenden 
GlcNAc-orl, 3-gebundene Fucose spezifisch ist. 

Im unteren Diagramm wurde das isolierte Transferase -Produkt 
vor (Kurve A) und nach Verdauung durch N-Acetyl-/?-Glukosamini- 
dase (Kurve B) mit MMF 3 aus Honigbiene Phospholipase A 2 (Kurve 
C) verglichen. 2 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Altmann Dr., Friedrich 

<120> alpha 1 , 3-Fucosyl transferase R36247 

<130> R 36247 

<140> 
<141> 

<160> 17 

<170> Patentln Ver . 2.1 

<210> 1 
<211> 2198 
<212> DNA 
<213> Pflanze 

<400> 1 

actaactcaa acgctgcatt ttcttttttc tttcagggaa ccatccaccc ataacaacaa 60 

aaaaaacaac agcaagctgt gtttttttta tcgttctttt tctttaaaca agcaccccca 120 

tcatggaatc gtgctcataa cgccaaaatt ttccatttcc ctttgattfct tagtttattt 180 

tgcggaattg gcagttgggg gcgcaattga atgatgggtc tgttgacgaa tcttcgaggc 240 

tcgagaacag atggtgccca acaagacagc ttacccgttt tggctccggg aggcaaccca 3 00 

aagaggaaat ggagcaatct aatgcctctt gttgttgccc ttgtggtcat cgcggagatc 360 

gcgtttctgg gtaggttgga tatggccaaa aacgccgcca tggttgactc cctcgctgac 420 

ttcttctacc gctctcgagc ggtcgttgaa ggtgacgatt tggggttggg tttggtggct 480 

tctgatcgga attctgaatc gtatagttgt gaggaatggt tggagaggga ggatgctgtc 540 

acgtattcga ggggcttttc caaagagcct atttttgttt ctggagctga tcaggagtgg 600 

aagtcgtgtt cggttggatg taaatttggg tttagtgggg atagaaagcc agatgccgca 660 

tttgggttac ctcaaccaag tggaacagct agcattctgc gatcaatgga atcagcagaa 720 

tactatgctg agaacaatat tgccatggca agacggaggg gatataacat cgtaatgaca 7 80 

accagtctat cttcggatgt tcctgttgga tatttttcat gggctgagta tgatatgatg 840 

gcaccagtgc agccgaaaac tgaagctgct cttgcagctg ctttcatttc caattgtggt 900 

gctcgaaatt tccggttgca agctcttgag gcccttgaaa aatcaaacat caaaattgat 960 

tcttatggtg gttgtcacag gaaccgtgat ggaagagtga acaaagtgga agccctgaag 1020 

cactacaaat ttagcttagc gtttgaaaat tcgaatgagg aagattatgt aactgaaaaa 1080 

ttcttccaat cccttgttgc tggaactgtc cctgtggttg ttggtgctcc aaatattcag 1140 

gactttgctc cttctcctgg ttcaatttta catattaaag agatagagga tgttgagtct 1200 

gttgcaaaga ccatgagata tctagcagaa aatcccgaag catataatca atcattgagg 12 60 

tggaagtatg agggtccatc tgactccttc aaggcccttg tggatatggc agctgtgcat 1320 
tcatcgtgcc gtctttgcat tcacttggcc acagtgagta gagagaagga agaaaataat 13 80 

ccaagcctta agagacgtcc ttgcaagtgc actagagggc cagaaaccgt atatcatatc 1440 
tatgtcagag aaaggggaag gtttgagatg gagtccattt acctgaggtc tagcaattta 1500 
actctgaatg ctgtgaaggc tgctgttgtt ttgaagttca catccctgaa tcttgtgcct 1560 
g.tatggaaga ctgaaaggcc tgaagttata agagggggga gtgctttaaa actctacaaa 162 0 
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atatacccaa ttggcttgac acagagacaa 
gctgatttca ggagtcactt ggagaacaat 
tagcatgcgc taaatggtac ctctgctcta 
gctagagttt taggaatgag tatggcagtg 
tcttggccaa ctcattgatg ttttgtataa 
tgtagaagtg caaatccata tttaatgctt 
agtcacagtt cttgtatatt gtgagtgaaa 
cactcaagac acattattac ttcatgttgt 
gaactgtccc tgtggtttga gcacctgtta 
gtttttgacc tctaaaaaaa aaaaaaaaaa 

<210> 2 
<211> 510 
<212> PRT 
<213> Pflanze 



gctctttata ccttcagctt caaaggtgat 1680 
ccttgtgcca agtttgaagt catttttgtg 1740 
cctgaattag cttcacttag ctgagcacta 1800 
aatatggcat ggctttattt atgcctagtt 1860 
gacatcacac tttaatttta aacttgtttc 1920 
agttttagtg ctcttatctg atcatctaga 1980 
actgaaatct aatagaagga tcagatgttt 2040 
tttgatgatc tcgagctttt ttagtgtctg 2100 
ttgcttcagt gttactgtcc agtggttatc 2160 
aaaaaaaa ?tqp 



<400> 2 

Met Met Gly Leu Leu Thr Asn Leu Arg Gly Ser Arg Thr Asp Gly Ala 
1 5 10 15 

Gin Gin Asp Ser Leu Pro Val Leu Ala Pro Gly Gly Asn Pro Lys Arg 
20 25 30 

Lys Trp Ser Asn Leu Met Pro Leu Val Val Ala Leu Val Val He Ala 
35 40 45 

Glu He Ala Phe Leu Gly Arg Leu Asp Met Ala Lys Asn Ala Ala Met 
50 55 60 

Val Asp Ser Leu Ala Asp Phe Phe Tyr Arg Ser Arg Ala Val Val Glu 
65 70 75 80 

Gly Asp Asp Leu Gly Leu Gly Leu Val Ala Ser Asp Arg Asn Ser Glu 
85 90 95 

Ser Tyr Ser Cys Glu Glu Trp Leu Glu Arg Glu Asp Ala Val Thr Tyr 
100 : 105 HO 

Ser Arg Gly Phe Ser Lys Glu Pro He Phe Val Ser Gly Ala Asp Gin 
115 120 125 

Glu Trp Lys Ser Cys Ser Val Gly Cys .Lys Phe Gly Phe Ser Gly Asp 
130 135 140 

Arg Lys Pro Asp Ala Ala Phe Gly Leu Pro Gin Pro Ser Gly Thr Ala 
145 150 155 160 



Ser lie Leu Arg Ser Met Glu Ser Ala Glu Tyr Tyr Ala Glu 



Asn Asn 
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lie Ala Met Ala 
180 

Leu Ser Ser Asp 
195 

Met Met Ala Pro 
210 

Phe lie Ser Asn 
225 

Ala Leu Glu Lys 



Arg Asn Arg Asp 
260 

Lys Phe Ser Leu 
275 

Glu Lys Phe Phe 
290 

Gly Ala Pro Asn 
305 

His lie Lys Glu 



Tyr Leu Ala Glu 
340 

Tyr Glu Gly Pro 
355 

Val His Ser Ser 
370 

Glu Lys Glu Glu 
385 

Thr Arg Gly Pro 



Arg Phe Glu Met 



165 

Arg Arg Arg Gly 



Val Pro Val Gly 
200 

Val Gin Pro Lys 
215 

Cys Gly Ala Arg 
230 

Ser Asn lie Lys 
245 

Gly Arg Val Asn 



Ala Phe Glu Asn 
280 

Gin Ser Leu Val 
295 

lie Gin Asp Phe 
310 

lie Glu Asp Val 
325 

Asn Pro Glu Ala 



Ser Asp Ser Phe 
360 

Cys Arg Leu Cys 
375 

Asn Asn Pro Ser 
390 

Glu Thr Val Tyr 
405 

Glu Ser lie Tyr 



170 

Tyr Asn lie Val 
185 

Tyr Phe Ser Trp 



Thr Glu Ala Ala 
220 

Asn Phe Arg Leu 
235 

lie Asp Ser Tyr 
250 

Lys Val Glu Ala 
265 

Ser Asn Glu Glu 



Ala Gly Thr Val 
300 

Ala Pro Ser Pro 
315 

Glu Ser Val Ala 
330 

Tyr Asn Gin Ser 
345 

Lys Ala Leu Val 



lie His Leu Ala 
380 

Leu Lys Arg Arg 
395 

His He Tyr Val 
410 

Leu Arg Ser Ser 



175 

Met Thr Thr Ser 
190 

Ala Glu Tyr Asp 
205 

Leu Ala Ala Ala 



Gin Ala Leu Glu 
240 

Gly Gly Cys His 
255 

Leu Lys His Tyr 
270 

Asp Tyr Val Thr 
285 

Pro Val Val Val 



Gly Ser He Leu 
320 

Lys Thr Met Arg 
335 

Leu Arg Trp Lys 
350 

Asp Met Ala Ala 
365 

Thr Val Ser Arg 



Pro Cys Lys Cys 
400 

Arg Glu Arg Gly 
415 

Asn Leu Thr Leu 
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420 425 430 

Asn Ala Val Lys Ala Ala Val Val Leu Lys Phe Thr Ser Leu Asn Leu 
435 440 445 

Val Pro Val Trp Lys Thr Glu Arg Pro Glu Val He Arg Gly Gly Ser 
450 455 460 

Ala Leu Lys Leu Tyr Lys He Tyr Pro He Gly Leu Thr Gin Arg Gin 
465 470 475 480 

Ala Leu Tyr Thr Phe Ser Phe Lys Gly Asp Ala Asp Phe Arg Ser His 
485 490 495 

Leu Glu Asn Asn Pro Cys Ala Lys Phe Glu Val He Phe Val 
500 505 510 



<210> 3 
<211> 105 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : cDNA 
<400> 3 

gaagccctga agcactacaa atttagctta gcgtttgaaa attcgaatga ggaagattat 60 
gtaactgaaa aattcttcca atcccttgtt gctggaactg tccct 105 

<210> 4 

<211> 35 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Pept id 

<400> 4 

Glu Ala Leu Lys His Tyr Lys Phe Ser Leu Ala Phe Glu Asn Ser Asn 
1 5 10 15 

Glu Glu Asp Tyr Val Thr Glu Lys Phe Phe Gin Ser Leu Val Ala Gly 
20 25 30 



Thr Val Pro 
35 
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<210> 5 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Kiiftstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : Peptid 
<400> 5 

Lys Pro Asp Ala Xaa Phe Gly Leu Pro Gin Pro Ser Thr Ala Ser 
_1 5 10 15 



<210> 6 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : Peptid 
<400> 6 

Pro Glu Thr Val Tyr His lie Tyr Val Arg 
1 5 10 



<210> 7 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : Peptid 
<400> 7 

Met Glu Ser Ala Glu Tyr Tyr Ala Glu Asn Asn lie Ala 
15 10 



<210> 8 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : Peptid 
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<400> 8 

Gly Arg Phe Glu Met Glu Ser He Tyr Leu 
1 .5 10 



<210> 9 
<211> 29 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 9 

gcngartayt aygcngaraa yaayathgc 

<210> 10 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : DNA 
<400> 10 

crtadatrtg rtanacngty tc 

<210> 11 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA 
<400> 11 

tadatnswyt ccatytcraa 

<210> 12 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : DNA 
<400> 12 

ctggaactgt ccctgtggtt 
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<210> 13 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
<400> 13 

agtgcactag agggccagaa 

<210> 14 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
<400> 14 

ttcgagcacc acaattggaa at 

<210> 15 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
<400> 15 

gaatgcaaag acggcacgat gaat 

<210> 16 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
<400> 16 

cggcggatcc gcaattgaat gatg 
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Sequenz : DNA 

20 

Sequenz : DNA 

22 

Sequenz : DNA 

24 

Sequenz : DNA 



<210> 17 
<211> 25 
<212> DNA 
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<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Seguenz:DNA 
<400> 17 

ccggctgcag taccatttag cgcat 
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P a t e n t a n s p r u c h e : 

1. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet , dass es eine Sequenz 
gemaS-der SEQ ID NO: 1 mit einem offenen Leserahmen von Basen- 
paar 211 bis Basenpaar 174 0 umfasst oder zumindest 50% Homologie 
zur obengenannten Sequenz aufweist oder unter stringenten Bedin- 
gungen mit der oben genannten Sequenz hybridisiert oder eine 
Sequenz umfasst, die infolge des genetischen Codes zur oben 
genannten DNA- Sequenz degeneriert ist, wobei die Sequenz fur ein 
pf lanzliches Protein mit einer Fucosyltransf erase-Aktivitat 
codiert oder dazu komplementar ist . 

2. DNA-Molekul gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
es fur ein Protein mit einer GlcNAc-al, 3 -Fucosyltransf erase-Ak- 
tivitat, insbesondere mit einer Core-ofl , 3 -Fucosyltransf erase- 
Aktivitat , codiert . 

3. DNA-Molekul nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass es zumindest 70-80%, besonders bevorzugt zumindest 95%, Ho- 
mologie zur Sequenz gemafi der Sequenz- Identif ikationsnummer 1 
auf weist . 

4. DNA-Molekul nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es 2150 bis 2250, insbesondere 2198, Basen- 
paare umfasst, 

5. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Sequenz 
gemafi der SEQ ID NO: 3 umfasst oder eine Sequenz umfasst, die 
zumindest 85%, insbesondere zumindest 95%, Homologie zur obenge- 
nannten Sequenz aufweist oder unter stringenten Bedingungen mit 
der oben genannten Sequenz hybridisiert oder die infolge des 
genetischen Codes zur oben genannten DNA-Sequenz degeneriert 
ist . 

6. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Teilse- 
quenz eines DNA-Molekuls gemaS einem der Anspruche 1 bis 5 um- 
fasst und eine Grofie von 20 bis 200, vorzugsweise 30 bis 50, 
Basenpaaren aufweist . 
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7. DNA-Molekul nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es kovalent mit einer nachweisbaren Markie- 
rungssubstanz assoziiert ist . 

8. Biologisch f unktioneller Vektor, dadurch gekennzeichnet, 
dass er ein DNA-Molekul gemaS einem der Anspruche 1 bis 7 oder 
Teile unterschiedlicher Lange davon, mit mindestens 20 Basen- 
paaren umf asst . 

9. Biologisch f unktioneller Vektor, dadurch gekennzeichnet, 
dass er ein DNA-Molekul gemaS einem der Anspruche 1 bis 7 oder 
Teile unterschiedlicher Lange davon in inverser Orientierung zum 
Promotor umf asst. 

10. DNA-Molekul nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die DNA-Sequenz eine Deletions-, Insertions- 
und/oder Substitutionsmutation umf asst . 

11. DNA-Molekul, das fur ein Ribozym codiert, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es zwei Sequenzabschnitte von jeweils mindestens 
10 bis 15 Basenpaaren aufweist, die Sequenzabschnitten eines 
DNA-Molekfils nach einem der Anspruche 1 bis 7 komplementar sind, 
so dass das Ribozym die mRNA komplexiert und schneidet, die von 
einem naturlichen GlcNAc-al , 3 -Fucoslytransf erase DNA-Molekiil 
transkribiert wird. 



12. Biologisch funktioneller Vektor, dadurch gekennzeichnet, 
dass er ein DNA-Molekul gemaS Anspruch 10 oder 11 umf asst. 

13. Verfahren zur Herstellung einer cDNA umfassend ein DNA-Mole- 
kul gema£ einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass RNA aus Insekten- bzw. pflanzlichen Zellen, insbesondere 
aus Hypokotyl zellen, isoliert wird, mit der nach Zusetzen einer 
reversen Transkriptase und Primern eine reverse Transkription 
durchgefuhrt wird. 

14. Verfahren zum Klonieren einer GlcNAc-al, 3-Fucosyltransfe- 
rase, dadurch gekennzeichnet, dass ein DNA-Molekul gemaS einem 
der Anspruche .1 bis 5 in einen Vektor kloniert wird, der an- 
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schlieSend in eine Wirtszelle bzw. einen Wirt transf ektiert 
wird, wobei durch Selektion und Amplif ikation von transf ektier- 
ten Wirtszellen Zellinien erhalten werden, die die aktive 
GlcNAc-~al, 3-Fucosyltransf erase exprimieren . 

15. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Wirtszellen, 
insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen, bzw. Pflanzen oder 
Insekten mit einer unterdruckten bzw* vollstandig unterbundenen 
GlcNAc-al, 3 - Fucosyl transf eraseproduktion, dadurch gekennzeich- 
net, dass zumindest einer der Vektoren gemaE Anspruch 8, 9 oder 
12 in die Wirtszelle bzw. Pflanze oder in das Insekt einge- 
schleust wird. 

16. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Wirtszellen, 
insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen bzw. Pflanzen oder 
Insekten, dadurch gekennzeichnet , dass das DNA-Molekul gemaS An 
spruch 10 in das Genom der Wirtszelle bzw. Pflanze oder des In- 
sekt s an der Stelle der nichtmutierten, homologen Sequenz einge 
schleust wird. 

17. Rekombinante Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie nach einem Verfahren gemaC Anspruch 15 oder 
16 hergestellt sind und dass ihre GlcNAc-cxl, 3 -Fucosyl transf e- 
raseproduktion unterdruckt bzw. vollstandig unterbunden ist. 

18 . Rekombinante Insekten bzw. Insektenzellen, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie nach einem Verfahren gemaE Anspruch 15 oder 
16 hergestellt sind und dass ihre GlcNAc-orl, 3 -Fucosyl transf e- 
raseproduktion unterdruckt bzw. vollstandig unterbunden ist. 

19. PNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Basense- 
quenz umfasst, die komplementar zur Sequenz eines DNA-Molekuls 
gemaB einem der Anspruche 1 bis 6 sowie Teilsequenzen davon ist 

20. PNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Basense- 
quenz umfasst, die der Sequenz eines DNA-Molekuls gemaS einem 
der Anspruche 1 bis 6 sowie Teilsequenzen davon entspricht. 
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21. Verfahren zur Herstellung von Pflanzen oder Insekten bzw. 
Zellen, insbesondere Pflanzen- oder Insektenzellen, die eine 
blockierte Expression der GlcNAc-<xl, 3 -Fucosyl transf erase auf dem 
Niveau- der Transkription bzw. Translation aufweisen, dadurch 
gekennzeichnet, dass PNA-Molekule gemaE Anspruch 19 oder 20 in 
die Zellen eingeschleust werden. 

22. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten Glykoproteinen, 
dadurch gekennzeichnet, dass das System nach Anspruch 17 oder 18 
oder Pflanzen oder Insekten bzw. Zellen, die nach einem Verfah- 
ren gemaE Anspruch 21 hergestellt sind, mit dem Gen, das fur das 
Glykoprotein codiert, transf ektiert ist (sind) , so dass die re- 
kombinanten Glykoproteine exprimiert werden. 

23 . Verfahren zur Herstellung von rekombinanten humanen Glyko- 
proteinen, dadurch gekennzeichnet, dass das System nach Anspruch 
17 oder 18 oder Pflanzen oder Insekten bzw. Zellen, die nach 
einem Verfahren gemaE Anspruch 21 hergestellt sind, mit dem Gen, 
das fur das Glykoprotein codiert, transf ektiert ist (sind) , so 
dass die rekombinanten Glykoproteine exprimiert werden. 

24. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten humanen Glyko- 
proteinen zur medizinischen Verwendung, dadurch gekennzeichnet, 
dass das System nach Anspruch 17 oder 18 oder Pflanzen oder 
Insekten bzw. Zellen, die nach einem Verfahren gemaE Anspruch 21 
hergestellt sind, mit dem Gen, das fur das Glykoprotein codiert, 
transf ektiert ist (sind) , so dass die rekombinanten Glykopro- 
teine exprimiert werden. 

25. Rekombinante Glykoproteine, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
nach dem Verfahren gemaE Anspruch 22 in pflanzlichen oder Insek- 
ten-Systemen hergestellt wurden und dass ihre Peptidsequenz 
unter 50%, insbesondere unter 20%, besonders bevorzugt 0%, der 
in nicht Fucosyltransf erase reduzierten pflanzlichen oder Insek- 
ten-Systemen exprimierten Proteinen vorkommenden otl, 3-gebundenen 
Fucose-Reste auf weist . 

26. Rekombinante humane Glykoproteine, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie nach dem Verfahren gemaE Anspruch 23 in pflanzlichen 
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oder Insekten-Systemen hergestellt wurden und dass ihre Peptid- 
sequenz unter 50%, insbesondere unter 20%, besonders bevorzugt 
0%, der in nicht Fucosyltransf erase reduzierten pflanzlichen 
oder Insekten-Systemen exprimierten Proteinen vorkommenden orl,3- 
gebundenen Fucose-Reste aufweist. 

27. Rekombinante humane Glykoproteine zur medizinischen Verwen- 
dung, dadurch gekennzeichnet, dass sie nach dem Verfahren gemaS 
Anspruch 24 in pflanzlichen oder Insekten-Systemen hergestellt 
wurden und dass ihre Peptidsecpaenz unter 50%, insbesondere unter 
2 0%, besonders bevorzugt 0%, der in nicht Fucosyltransf erase 
reduzierten pflanzlichen oder Insekten-Systemen exprimierten 
Proteinen vorkommenden al , 3 -gebundenen Fucose-Reste aufweist. 

28. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet , 
dass sie rekombinante Glykoproteine nach einem der Anspruche 2 5 
bis 27 umfasst. 

29. Verfahren zum Selektieren von DNA-Molekulen, die fur eine 
GlcNAc-al, 3 -Fucosyltransf erase codieren, in einer Probe, dadurch 
gekennzeichnet, dass DNA-Molekule gemaE Anspruch 7 zur Probe zu- 
gesetzt werden, die an die DNA-Molekule, die fur eine GlcNAc- 
Qfl, 3 -Fucosyltransf erase codieren, binden. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Probe genomische DNA eines pflanzlichen bzw. Insekten-Organismus 
umfasst. 

31. DNA-Molekule, die fur eine GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase 
codieren, dadurch gekennzeichnet, dass sie nach dem Verfahren 
gemaS Anspruch 2 9 oder 3 0 selektiert und anschlieSend aus der 
Probe isoliert wurden. 

32. Preparation von GlcNAc-al , 3 -Fucosyltransf erase, die nach 
einem Verfahren gema£ Anspruch 14 kloniert wurde, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie Isoformen mit pl-Werten zwischen 6.0 und 
9.0, insbesondere zwischen 6 . 8 und 8.2, aufweist . 

33. Preparation nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass 
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sie Isoformen mit pl-Werten von 6.8, 7.1 und 7.6 aufweist. 

34. Verfahren zur Herstellung von verpf lanzlichten Kohlenhydrat- 
Einheiten von menschlichen und anderen Wirbeltier-Glykoprotei- 
nen, dadurch gekennzeichnet , dass zu einer Probe, die eine Koh- 
lenhydrat-Einheit bzw. ein Glykoprotein umfasst, Fucose-Einhei- 
ten sowie von einem DNA-Molekul nach einem der Anspruche 1 bis 7 
codierte GlcNAc-orl, 3-Fucosyltransf erase zugesetzt werden, so 
dass Fucose in a!l,3-Stellung durch die GlcNAc-arl , 3-Fucosyltrans- 
ferase an die Kohlenhydrat-Einheit bzw. das Glykoprotein gebun- 
den wird. 
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ALTMANN F. : "More than silk and honey - 
or, can insect cells serve in the 
production of therapeutic glycoproteins ?" 
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Bd. 14, 1997, Seiten 643-646, XP002140795 
Seite 645, linke Spalte, Absatz 3 


25-28 


X 


LER0UGE P. ET AL. : "N-glycoprotein 

biosynthesis in plants: recent 

developments and future trends" 

PLANT MOLECULAR BIOLOGY, 

Bd. 38, 1998, Seiten 31-48, XP002140796 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 44 -Seite 45 
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EMBL Database 
ID: B67847 
AC: B67847 
Arabidopsis thai i ana 
09/12/1997 

72% Identitat mit SEQ ID NO 1 von bp. 1102 

bis bp. 1596, in inverser Orientierung 

XP002140249 

das ganze Dokument 


1,3,6, 
8-10,12 


X 


EMBL Database 
ID: AQl 58899 
AC: AQl 58899 
Oryza sativa 
09/09/1998 

63% Identitat mit SEQ ID NO 1 von bp. 591 

bis bp. 776 

XP002140250 

das ganze Dokument 


1,6,8, 
10,12 
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EMBL Database 
ID: AQ328306 
AC: AQ328306 
Oryza sativa 
11/01/1999 

65% Identitat mit SEQ ID NO 1 von bp. 1486 

bis bp. 1718, in inverser Orientierung 

XP002140251 

das ganze Dokument 


1,6, 
8-10,12 
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LEITER H. ETAL.: "Purification, cDNA 
cloning and expression of 
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bean" 

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
Bd. 274, Nr. 31, 
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21830-21839, XP002140245 
das ganze Dokument 
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If): VRA18529 
AC: Y18529 

Vigna radiata mRNA fur 

alpha-l,3-f ucosyl transferase (FucT c3) 

03/08/1999 

99.8% I dent i tat mit SEQ ID NO 1 bp. 1 bis 

bp. 2198 

XP002140629 

das ganze Dokument 
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TRENDS IN GLYCOSCIENCE AND 
GLYC0TECHN0L0GY, 

Bd. 8, Nr. 44, November 1996 (1996-11), 

Seiten 391-408, XP000921149 

Seite 400, linke Spalte, Absatze D-4. 

Seite 401 -Seite 402 

Seite 404 -Seite 405 

STAUDACHER E. AND MARZ L. : "Strict order 
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GLYCOCON JUGATE JOURNAL, 

Bd. 15, 1998, Seiten 355-360, XP002140247 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 356, rechte Spalte, Absatz 2 
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blood-group specificity" 
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